(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propria 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
20 tevrier 2003 (20.02.2003) 




PCT 



(10) Numero de publication internationale 

WO 03/014073 Al 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : 

C07C 323/52, A61K 31/22, 31/23 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR02/02831 

(22) Date de depot international : 8 aoQt 2002 (08.08.2002) 



(25) La ngue de depot : 

(26) Langue de publication : 



francais 
francais 



(30) Donnees relatives a la priority : 

01 10645 9 aout 2001 (09.08.2001) FR 

(71) Dtposaat (pour tousles Etats designes sauf US) : GENFIT 
[FR/FR]; Pare Eurasante\ Lille M&ropole, 885, Av. Eugene 
Avinee, F-59120 Loos (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : NA- 
JIB-FRUCHART, Jamila [FR/FR]; 185, rue Clemenceau, 
F-5921 1 Sanies (FR). CAUMONT-BERTRAND, Karine 

[FR/FR]; 1 rue Olivier de Serres, F-59930 La Chapelle 
d'Armcntieres (FR). 

(74) Mandataires : BECKER, Philippe etc.; Cabinet Becker 
et Associes, 35, rue des Mathurins, F-75008 Paris (FR). 



(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, 
SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, 
YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
- LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, 
FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR), brevet 
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, 
MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee : 

— avec rapport de recherche internationale 

— avant V expiration du delaiprevu pour la modification des 
revendications, sera republiee si des modifications sont 
recues 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) Title: FATTY ACID COMPOUNDS, PREPARATION AND USES THEREOF 

(54) Titre : COMPOSES DERIVES D'ACIDES GRAS PREPARATION ET UTILISATIONS 

(57) Abstract: The invention concerns novel molecules, their preparation and their uses, in particular in the field of human and 
veterinary medicine and in cosmetics. The inventive compounds are partly fatty acid derivatives and exhibit advantageous pharma- 
cological and cosmetic properties. The invention also concerns various uses of said compounds, the pharmaceutical compositions 
containing them and methods for preparing them. The inventive compounds are useful in particular for preventing and/or treating 
dislipidemiae, cardiovascular diseases, syndrome X, restenosis, diabetes, obesity, hypertension, certain cancers, dermatological dis- 
eases, and in cosmetics for fighting against skin aging and its effects notably against wrinkles and the like. 

(57) Abrege : La pre'sente invention se rapporte a de nouvelles molecules, leur preparation et leurs utilisations, notamment dans les 
domaines de la sante humaine et animale et de la cosmetique. Les composes de 1' invention sont, en partie, des derives d'acides gras 
et possedent des propri6t£s pharmacologiques et cosmStiques avantageuses. L' invention dgcrit 6galement les diffSrentes utilisations 
de ces composes, les compositions pharmaceutiques les contenant ainsi que les procedes permettant leur preparation, les composes 
de l'invention sont utilisables notamment pour prevenir et/ou traiter les dislipidemies, les maladies cardiovascul aires, le syndrome 
X, la restenose, le diabete, 1'obesite, V hypertension, certains cancers, des maladies dermatologiques ainsi qu'en cosmetique pour 
lutter contre lc vieillissement cutane et ses effets notamment centre l'application de rides, etc.. 
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COMPOSES DERIVES D'ACIDES GRAS, PREPARATION ET UTILISATION 



La presente invention se rapporte a de nouvelles molecules, leur preparation et 
5 leurs utilisations, notamment dans les domaines de la sante humaine et animale. 
Les composes de I'invention sont, en partie, des derives d'acides gras et 
possedent des proprietes pharmacologiques, anti-oxydantes et anti- 
inflammatoires avantageuses. invention decrit egalement les differentes 
utilisations de ces composes, les compositions pharmaceutiques et cosmetiques 

10 les contenant ainsi que les proc6des permettant leur preparation. Les composes 
de I'invention sont utilisables notamment pour prevenir ou traiter les maladies 
cardiovasculaires, le syndrome X, la restenose, le diab&e, I'obesite, 
I'hypertension, certains cancers, des maladies dermatologiques ainsi que dans le 
domaine cosmetique, pour prevenir ou traiter les effets du vieillissement cutane, 

15 notamment Tapparition de rides, etc.. 

L'atherosclerose et ses complications cardiovasculaires sont la principale cause 
de morbidite et de mortalite dans les pays fortement industrialises. 
L'atherosclerose et ses complications sont egalement une consequence 

20 importante du diabete de type II. Un lien strict de cause a effet a ete demontre 
entre les dislipidemies et les maladies cardiovasculaires. Un taux circulant eleve 
de LDL-cholesterol est d^favorable. Le risque occasionn6 par un taux eleve de 
LDL-cholesterol est amplifie par une elevation du taux de triglycerides. 
Uimportance de la stabilite des lesions atherosclereuses dans la survenue 

25 d'accidents cardiovasculaires a en outre ete mise en evidence. Le role de 
Foxydation des LDL dans le developpement de la plaque d'atherosclerose et de 
sa fragilisation est mieux compris. 

Les traitements m6dicamenteux de l'atherosclerose visent a r6duire les taux 
30 circulants de cholesterol ou de triglycerides, a augmenter la stabilite des plaques 
d'atherosclerose, a reduire les contraintes mecaniques auxquelles sont soumis 
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les vaisseaux (reduction de la tension arterielle) et a reduire les facteurs de 
risques annexes tels que le diabete. 

Parmi les medicaments actuellement utilises dans le traitement des 
5 dislipidemies, on trouve les fibrates et les statines. Les thiazolidinediones sont 
utilisees dans le traitement du diabete de type II. 

Les fibrates sont largement utilises pour le traitement des hypertriglyceridemies. > 
lis ont egalement des effets favorables au niveau de rhypercholesterolemie. lis 
10 sont generalement bien toleres mais presentent un certain nombre d'effets 
secondaires : reactions cutanees, effets neurologiques, effets musculaires et 
gastro-intestinaux. Les effets toxiques sont rares (reins, muscles, articulation, 
peau, hepatite, etc.). Quant a I'incidence sur le risque cancereux, elle est 
importante chez le rongeur meme si elle n'a pas ete demontree chez Thomme. 

15 

Les statines sont largement utilisees pour le traitement de 
rhypercholesterolemie. II a ete demontre que le traitement de patients ayant subi 
un premier accident vasculaire reduit considerablement le risque de recidive. 
Des signes occasionnels ou des symptomes d'hepatites ou de myopathie ont par 
20 ailleurs ete decrits. 

Les thiazolidinediones (troglitazone) ont r6cemment 6te introduces pour le 
traitement de la resistance a Tinsuline. De ce fait, le recul necessaire a une 
estimation objective de Tensemble des effets adverses de ces molecules n'est 
25 pas suffisant. Dans ce contexte, I'observation d'une augmentation de la 
frequence de tumeurs coliques dans un modele animal predispose au cancer du 
colon (souris Min portant une mutation du gene APC) est defavorable. Une 
thiazolidinedione (troglitazone) a d'ailleurs et6 tout r6cemment retiree du marche 
pour des questions de toxicite hepatique. 

30 

Les principales molecules utilisees dans le traitement medicamenteux de 
Tatherosclerose (fibrates, statines) ont un spectre d'action pleiotropique. Les 
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fibrates activent une classe de recepteurs nucleaires (PPARa, PPARy, etc.) 
impliques dans la coordination de I'expression de proteines responsables du 
transport ou du metabolisme des lipides. Le caract6re pleiotropique du spectre 
d'action des fibrates reside dans la diversite des genes cibles des PPARs. Les 
5 statines diminuent la synthase de novo du cholesterol en inhibant I'activite de 
I'HMG-CoA reductase. 

La presente invention propose une nouvelle famille de composes possedant des 
proprtetes pharmacologiques avantageuses et utilisables pour le traitement 
10 curatif ou pr6ventif de diverses pathologies. 

Les composes de Tinvention repondent 3 la formule generate (I) : 



15 




(I) 



dans laquelle 



• G repr6sente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe N- 
R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle Iin6aire 

20 ou ramifie, sature ou non, 6ventuellement substitue, comportant de 1 a 5 

atomes de carbone, 

• R1, R2 et R3, identiques ou differents, represented (i) un atome 
d'hydrogene, (ii) un groupe CO-R dans lequel R est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitu6, dont la 

25 . chame principale comporte de 1 a 25 atomes de carbone, ou (iii) un 
groupe de formule CO-(CH 2 )2n+rX-R' dans lequel X est un atome de 
soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un groupe S0 2 , n est un 
nombre entier compris entre 0 et 11, pr6ferentiellement egal a 0 ou 1 et 
encore plus preferentiellement a 0, et R' est un groupe alkyle lineaire ou 
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ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la chaine principale 
comporte de 13 a 23 atomes de carbone et eventuellement un ou 
plusieurs heterogroupes, de preference 0, 1 ou 2, plus preferentiellement 
0 ou 1, choisis parmi un atome d'oxygene, un atome de soufre, un atome 
5 de selenium, un groupe SO et un groupe S0 2 , Tun au moins des groupes 

R1 , R2 et R3 etant un groupe de formule CO-(CH 2 )2n+rX-R' tel que defini 
ci-dessus. 

Uinvention concerne 6galement une composition pharmaceutique comprenant 
10 un compose de formule generate (I). 

^invention concerne egalement une composition cosmetique comprenant un 
compose de formule generate (I). 

15 L'invention a aussi pour objet ('utilisation des composes ci-dessus a titre de 
medicament, pour le traitement de diverses pathologies, notamment de 
pathologies impliquant une deregulation du metabolisme des lipides. 

L'invention concerne aussi des methodes de preparation de composes tels que 
20 decrits ci-dessus. 

Dans les composes de formule generate (I) selon I'invention, le groupe G 
represente avantageusement un atome d'oxygene ou un groupe N-R4. D'autre 
part, lorsque G est N-R4, R4 represente preferentiellement un atome 
25 d'hydrogene ou un groupe methyle. 

Dans les composes de formule generate (I) selon I'invention, le ou les groupes R, 
identiques ou differents, represented preferentiellement un groupe alkyle lineaire 
ou ramifie, sature ou insature, substitue ou non, dont la chaine principale 
30 comporte de 1 a 20 atomes de carbone, encore plus preferentiellement de 7 a 17 
atomes de carbone. 



WO 03/014073 



5 



PCT7FR02/02831 



Dans les composes de formule generate (I) selon I'invention, le ou les groupes 
R', identiques ou differents, represented preferentiellement un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou insature, substitue ou non, dont la chaine principale 
comporte de 13 a 20 atomes de carbone, encore plus preferentiellement de 14 a 
5 17 atomes de carbone. 

Des exemples particuliers de groupes alkyle a chaine longue saturee pour R ou 
R' (e.g., superieure ou egale £ 7 carbone) sont notamment les groupes C 7 Hi 5l 
C10H21, C11H23, C13H27, C14H29, C16H33, C17H35, C15H31, C20:s(5, 8, 1 1 , 14, 17) et 

10 C22:6(4,7, 10, 13, 16, 19). 

C20:5(5, 8, 11, 14, 17) est I'acide eicosapentaenoique (EPA) et C22:6(4, 7, 10, 13, 
16, 19) est I'acide docosahexaenoique (DHA). 

15 Des exemples de groupes alkyle a chaine longue insaturee sont notamment les 
groupes C14H27, C14H25. C15H29, Ci7H29 t C17H31, C17H33, C19H29, C19H31, C21H31, 
C21H35, C21H37, C21H39, C23H45. 

Des exemples de groupes alkyle a chaine longue ramifiee sont notamment les 
20 groupes (CH 2 )n-CH(CH 3 )C2H 5 , (CH=C(CH3HCH 2 )2)n-CH=C(CH 3 )2 ou (CH 2 ) 2 x + i- 
C(CH3MCH 2 )n"-CH3 (x etant un nombre entier egal a ou compris entre 1 et 1 1 , 
n $ etant un nombre entier egal a ou compris entre 1 et 22, n" etant un nombre 
entier egal a ou compris entre 1 et 5, n ,n etant un nombre entier egal a ou 
compris entre 0 et 22, et (2x+n ,n ) etant inferieur ou egal a 22). 

25 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, le ou les groupes R, identiques ou 
differents, peuvent egalement representer avantageusement un groupe alkyle 
inferieur comprenant de 1 a 6 atomes de carbone. A titre d'exemple specifique 
on peut citer notamment les groupes methyle, ethyle, propyle et butyle, de 
30 preference methyle et ethyle. 
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D'autre part, le groupe alkyle du substituant R ou R' peut egalement etre 
cyclique, notamment dans le groupe R. Des exemples de groupes alkyle 
cycliques sont notamment le cyclopropyle, le cyclobutyle, le cyclopentyle et le 
cyclohexyle. 

5 

Comme indique ci-avant, les groupes alkyle peuvent etre eventuellement 
substitues par un ou plusieurs substituants, identiques ou differents. Les 
substituants sont choisis de preference parmi un atome d'halogene (iode, chlore, 
fluor, brome) et un groupe OH, =0, N0 2 , NH 2 , CN, CH 2 -0, CH 2 OCH 3 , CF 3 et 
10 COOZ (Z etant un atome d'hydrog§ne ou un groupe alkyle, de preference 
comportant de 1 a 6 atomes de carbone). 

Dans un compose de formule generale (I), les groupes alkyle R et R' peuvent 
etre identiques ou differents. Toutefois, on prefere les composes dans lesquels 
15 les groupes alkyle R sont identiques entre eux ou presentent une longueur de 
chame similaire, c'est-a-dire ne presentant pas un 6cart superieur a 3 atomes de 
carbone environ. 

Un exemple tout particulierement prefere de groupe R' est un groupe alkyle 
20 sature et lineaire, comprenant avantageusement de 13 a 17 atomes de carbone, 
de preference de 14 a 16, encore plus preferentiellement 14 atomes. 

Par ailleurs, dans le groupe CO-(CH 2 ) 2n+ rX-R\ X represente tout 
preferentiellement un atome de soufre ou de selenium et avantageusement un 
25 atome de soufre. 

Par ailleurs, dans le groupe CO-(CH 2 ) 2n +rX-R\ n est de preference different de 1 
et est en particulier egal a 0. 

Un exemple specifique de groupe CO"^^^^-*-^ selon invention est le 
30 groupe CO-CHrS-C 14 H 29 . 
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Des composes preferes au sens de I'invention sont done des composes de 
formule generate (I) ci-dessus dans laquelle au moins un des groupes R1, R2 et 
R3 represente un groupe CO-(CH 2 )2n+rX-R' dans lequel X represente un atome 
de s6l6nium ou de preference de soufre et/ou R est un groupe alkyle sature et 
5 lineaire comprenant de 13 & 17 atomes de carbone, de preference de 14 a 16, 
encore plus preferentiellement 14 atomes de carbone. 

A cet egard, des composes particuliers selon ('invention sont ceux dans lesquels 
R2 est un groupe de formule CO-(CH 2 )2rvM-X-R\ de preference dans laquelle X 
10 represente un atome de selenium ou de preference de soufre et/ou R est un 
groupe alkyle sature et lin&aire comprenant de 13 a 17 atomes de carbone, plus 
preferentiellement dans lesquels n est egal a 0, en particulier un groupe de 
formule CO-CH2-S-C14H29. 

15 Dans ces composes, R1 et R3, identiques ou differents, represented 
avantageusement un atome d'hydrogene ou un groupe CO-R, de preference 
un groupe CO-R. 

D'autres composes particuliers selon I'invention sont ceux dans lesquels deux 
20 des groupes R1 , R2 et R3 sont des groupes CO-(CH 2 )2n+rX-R', identiques ou 
differents, de preference dans lesquels X represente un atome de selenium ou 
de preference de soufre et/ou R est un groupe alkyle sature et lineaire 
comprenant de 13 a 17 atomes de carbone, plus preferentiellement dans 
lesquels n est egal a 0, en particulier des groupes CO-CH2-S-C14H29 . 

25 

Des composes particulierement preferes sont les composes de formule generate 
(I) ci-dessus dans laquelle : 

• G est un groupe N-R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un 
groupe methyle, et 

30 • au moins deux des groupes R1, R2 et R3 represented un groupe CO- 
(Chbkn+i-X-R tel que defini ci-avant, identique ou different, de preference 
identique. 
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D'autres composes preferes sont les composes de formule generate (I) ci-dessus 
dans laquelle R1 , R2 et R3, identiques ou differents, de preference identiques, 
represented un groupe CO-(CH2)2n+rX-R' tel que defini ci-avant, de preference 
5 dans lesquels X reprSsente un atome de selenium ou de preference de soufre 
et/ou R' est un groupe alkyle sature et Iin6aire comprenant de 13 a 17 atomes de 
carbone, plus preferentiellement dans lesquels n est egal a 0, et en particulier 
des groupes CO-CH2-S-C14H29. 

10 Une autre famille de composes preferes comprend les composes de formule 
generate (I) ci-dessus dans laquelle Tun des groupes R1, R2 et R3 est un groupe 
CO-(CH2)2n+i-X-R' tel que defini ci-avant, un autre des groupes R1, R2 et R3 est 
un groupe CO-R tel que defini ci-avant et le troisteme des groupes R1, R2 et R3 
est un atome d'hydrogene. 

15 

Une famille particuliere est celle dans laquelle R1 est un groupe de formule CO- 
(CH 2 )2n+rX-R\ de preference dans laquelle X represente un atome de selenium 
ou de preference de soufre et/ou R' est un groupe alkyle sature et lineaire 
comprenant de 13 a 17 atomes de carbone, plus preferentiellement dans laquelle 
20 n est egal a 0 et en particulier un groupe CO-CH2-S-C14H29. Dans cette famille, 
Tun et/ou les deux groupes R2 et R3 representent avantageusement un atome 
d'hydrog6ne ou de preference un groupe CO-R, identique ou non. 

Une autre famille de composes selon I'invention est celle dans laquelle Tun des 
25 substituants R1 , R2 ou R3 est un groupe COCH3. 

Des composes preferes au sens de invention sont ceux, de formule generate (I) 
decrite ci-dessus, dans laquelle : 

• R2 est un groupe de formule CO-(CH 2 )2rvn-X-R\ en particulier CO-CH 2 -S- 
30 C14H29 et, de preference, R1 et R3, identiques ou differents, represented 

un atome d'hydrog6ne ou un groupe CO-R. De tels composes dans 



WO 03/014073 



9 



PCT/FR02/02831 



lesquels R1 et R3, identiques ou differents, represented tous deux un 
groupe CO-R sont preferes ; ou 

• R1 est un groupe de formule CO-(CH 2 ) 2n +rX-R\ en particulier un groupe 
CO-CH2-S-C14H29 et, de preference, Tun et/ou les deux groupes R2 et R3 

5 represented un atome d'hydrog6ne ou un groupe CO-R, identique ou 

non ; ou 

• R1 f R2, et R3, identiques, represented un groupe de formule CO- 
(CH 2 ) 2n+ i-X-R\ en particulier CO-CH 2 -S-C 14 H29. 

10 Des exemples de composes preferes selon I'invention sont represents sur les 
Figures 1A et 1B. 

Les composes de I'invention peuvent etre sous forme de sels, notamment de 
sels d'addition basiques ou acides, preferentiellement compatibles avec un 

15 usage pharmaceutique ou cosmetique. Parmi les acides pharmaceutiquement ou 
cosmetiquement acceptables, on peut citer, a titre non limitatif, les acides 
chlorhydrique, bromhydrique, sulfurique, phosphorique, acetique, 
trifluoroacetique, lactique, pyruvique, malonique, succinique, glutarique, 
fumarique, tartrique, maleique, citrique, ascorbique, camphorique, etc.. Parmi les 

20 bases pharmaceutiquement ou cosmetiquement acceptables, on peut citer a titre 
non limitatif, I'hydroxyde de sodium, I'hydroxyde de potassium, la triethylamine, 
la fert-butylamine, etc.. 

L'invention conceme egalement I'emploi des composes de formule generate (I) 
25 et en particulier ceux decrits ci-avant, dans le domaine pharmaceutique ou 
cosmetique. 

Elle conceme ainsi Tutilisation d'un compose de formule generate (I) et en 
particulier tel que decrit ci-avant pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique pour la prevention et/ou le traitement de diverses pathologies, 
30 comme notamment les maladies cardiovasculaires, le syndrome X, la restenose, 
le diabete, I'obesite, Thypertension, le cancer ou des maladies dermatologiques. 
Elle concerne egalement ('utilisation d'un compose de formule generate (I) et en 
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particulier tel que decrit ci-avant pour la preparation cTune composition 
cosm6tique pour la protection de la peau, pour lutter contre le vieillissement 
cutane et ses effets, pour lutter contre Tapparition ou le developpement de rides, 
etc.. 

5 Ainsi, les composes utilises dans le domaine pharmaceutique ou cosmetique 
sont de formule generate (I), dans laquelle : 

• G represente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe N- 
R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle lineaire 
ou ramifie, sature ou non t Eventuellement substituS, comportant de 1 a 5 

10 atomes de carbone, 

• R1, R2 et R3, identiques ou differents, represented (i) un atome 
d'hydrogene, (ii) un groupe CO-R dans lequel R est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chaine principale comporte de 1 a 25 atomes de carbone, ou (iii) un 

15 groupe de formule CO-(CH2)2n+i-X-R' dans lequel X est un atome de 

soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un groupe SO2, n est un 
nombre entier compris entre 0 et 11, preferentiellement 6gal a 0 ou 1 et 
encore plus preferentiellement a 0, et R' est un groupe alkyle Iin6aire ou 
ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la chaTne principale 

20 comporte de 2 a 23 atomes de carbone et eventuellement un ou plusieurs 

h6t6rogroupes, de preference 0, 1 ou 2, plus preferentiellement 0 ou 1, 
choisis parmi un atome d'oxygene, un atome de soufre, un atome de 
selenium, un groupe SO ou un groupe SO2, Tun au moins des groupes 
R1 , R2 et R3 etant un groupe de formule CO-fChbWrX-R 1 tel que defini 

25 ci-dessus. 

Les composes utilises de preference dans ce cadre correspondent a des 
composes de formule (I) dans laquelle R' est un groupe alkyle lineaire ou ramifie, 
sature ou non, eventuellement substitue, dont la chaine principale comporte de 9 
30 a 23 atomes de carbone et eventuellement un ou plusieurs heterogroupes. 

Avantageusement, les composes de formule (I) utilises sont tels que definis ci- 
dessus. 
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^utilisation d'un compose selon Invention peut en effet permettre de diminuer 
les taux de triglycerides et de cholesterol circulants, d'inhiber la modification 
oxydative des LDL, d'induire ('expression d'enzymes impliquees dans la p- 
oxydation mitochondriale et peroxysomale, d'augmenter les capacites 
5 d'oxydation des acides gras hepatiques, d'induire la croissance des 
mitochondries dans les fibres musculaires de type I et II, d'activer PPARa et 
PPARy, ou encore de diminuer la croissance des cellules tumorales. 

A cet egard, les composes de I'invention possedent, avantageusement un 
10 tropisme ameliore pour le foie et peuvent done etre administres par voie orale ou 
systemique. D'autre part, en raison de leur structure, les composes de 1'invention 
ont un effet durable. 

Cette invention a pour but de developper une composition pharmaceutique 
15 comprenant au moins un compose selon I'invention eventuellement accompagne 
d'un vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique. 

L'invention conceme egalement une composition cosmetique comprenant au 
moins un compost selon I'invention eventuellement accompagne d'un vehicule 
20 cosmetiquement acceptable. 

L'invention concerne egalement une composition nutritionnelle contenant Tun au 
moins des composes tels que definis ci-avant, utilisable seule ou en combinaison 
avec d'autres agents. 

25 

La presente invention conceme aussi une methode de traitement comprenant 
I'administration a un mammifere d'une quantite efficace d'un compost selon 
invention. Les mammiferes concemes peuvent etre des animaux domestiques 
ou non ou des etres humains. 

30 

Les composes ou compositions selon l'invention peuvent etre administres de 
differentes manieres et sous diff6rentes formes. Ainsi, ils peuvent etre par 



WO 03/014073 PCT/FR02/02831 

12 

exemple administres de maniere systemique, par voie orale, parenteral, par 
inhalation ou par injection, comme par exemple par voie intraveineuse, intra- 
musculaire, sous-cutanee, trans-dermique, intra-arterielle, etc.. Pour les 
injections, les composes sont generalement conditionnes sous forme de 
5 suspensions liquides, qui peuvent etre injectees au moyen de seringues ou de 
perfusions, par exemple. A cet egard, les composes sont generalement dissous 
dans des solutions salines, physiologiques, isotoniques, tamponnees, etc., 
compatibles avec un usage pharmaceutique et connues de I'homme du metier. 
Ainsi, les compositions peuvent contenir un ou plusieurs agents ou vehicules 

10 choisis parmi les dispersants, solubilisants, emulsifiants, stabilisants, 
conservateurs, tampons, etc.. Des agents ou vehicules utilisables dans des 
formulations liquides et/ou injectables sont notamment la methylcellulose, 
I'hydroxymethylcellulose, la carboxymethylcellulose, le polysorbate 80, le 
mannitol, la gelatine, le lactose, des huiles vegetales, I'acacia, les liposomes, 

15 etc.. 

Les composes peuvent ainsi etre administres sous forme de gels, huiles, 
comprimes, suppositoires, poudres, gelules, capsules, aerosols, etc., 
eventuellement au moyen de formes galeniques ou de dispositifs assurant une 
20 liberation prolongee et/ou retardee. Pour ce type de formulation, on utilise 
avantageusement un agent tel que la cellulose, des carbonates ou des amidons. 

Les composes peuvent etre administres oralement auquel cas les agents ou 
vehicules utilises sont choisis preferentiellement parmi Teau, la gelatine, les 
25 gommes, le lactose, Tamidon, le stearate de magnesium, le talc, une huile, le 
polyalkylene glycol, etc.. 

Pour une administration parenteral, les composes sont preferentiellement 
administres sous la forme de solutions, suspensions ou emulsions avec 
30 notamment de I'eau, de I'huile ou des polyalkylene glycols auxquels il est 
possible d'ajouter, outre des agents conservateurs, stabilisants, emulsifiant, etc., 
des sels permettant d'ajuster la pression osmotique, des tampons, etc.. 
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Pour un usage cosmetique, les composes de I'invention peuvent etre administres 
sous forme de creme, comme par exemple des cremes de soin, des cremes 
solaires, des huiles, des gels, etc.. 

5 

II est entendu que le debit et/ou la dose injectee peuvent etre adaptes par 
Thomme du metier en fonction du patient, de la pathologie concernee, du mode 
d'administration, etc.. Typiquement, les composes sont administres a des doses 
pouvant varier entre 1 jag et 2 g par administration, preferehtiellement de 0,1 mg 
10 a 1 g par administration. Les administrations peuvent etre quotidiennes ou 
repetees plusieurs fois par jour, le cas echeant. D'autre part, les compositions 
selon invention peuvent comprendre, en outre, d'autres agents ou principes 
act if s. 

15 Les composes de I'invention peuvent etre prepares a partir de produits du 
commerce, en mettant en oeuvre une combinaison de reactions chimiques 
connues de I'homme du metier. L'invention concerne egalement des precedes 
de preparation des composes tels que definis ci-avant. 

20 Selon un premier procede de Tinvention, les composes de formule (I) dans 
lesquels G est un atome d'oxygene ou de soufre, R1, R2 et R3 identiques ou 
differents, represented un groupe CO-R ou un groupe CO-fChfehn+i-X-R', sont 
obtenus a partir d'un compose de formule (I) dans laquelle G est respectivement 
un atome d'oxygdne ou de soufre, R2 est un atome d'hydrogene et R1 et R3, 

25 identiques ou differents, represented un groupe CO-R ou CO-(CH 2 )2n+rX-R\ et 
d'un compose de formule A°-CO-A dans laquelle A est un groupe reactif choisi 
par exemple parmi OH, CI, 0-CO-A° et OR", R" etant un groupe alkyle, et A 0 est 
le groupe R ou le groupe (CH 2 )2n+i-X-R\ en presence eventuellement d'agents 
de couplages ou d'activateurs connus de Thomme de metier. 

30 

Les composes de formule (I) selon ['invention dans laquelle G est un atome 
d'oxygene, R2 est un atome d'hydrogene et R1 et R3, identiques ou differents, 
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represented un groupe CO-R ou CO-(CH 2 )2mi-X-R\ peuvent etre obtenus de 
differentes fagons. 

Selon un premier mode, on fait reagir une molecule de glycerol avec un compose 
5 de formule A°-CO-A1 dans laquelle A1 est un groupe reactif choisi par exemple 
parmi OH, CI et OR", R" etant un groupe alkyle, et A° est le groupe R ou le 
groupe (CH2)2n+i-X-R\ en presence eventuellement d'agents de couplages ou 
d'activateurs connus de I'homme de metier. Cette reaction permet la synthese de 
composes dits sym6triques, dans lesquels R1 et R3 ont la meme signification. 
10 Cette reaction peut etre mise en ceuvre en adaptant les protocoles decrits par 
exemple dans Feuge et a/., J. Am. Oil Chem. Soc, 1953, 30, 320-325; 
Gangadhar et a/., Synth. Commun., 1989, 19, 2505-2514; Han et a/., Biorg. Med. 
Chem. Lett., 1999, 9, 59-64 ; ou Robinson, J. Pharm. Pharmacol., 1960, 12, 685- 
689. 

15 

Les composes de formule (I) selon invention dans laquelle G est un atome 
d'oxygene, R2 est un atome d'hydrogene et R1 et R3, identiques ou differents, 
represented un groupe CO-R ou CO-(CH 2 )2n+rX-R\ peuvent egalement etre 
obtenus a partir d'un compose de formule (I) selon I'invention dans laquelle G est 

20 un atome d'oxygene, R2 et R3 represented un atome d'hydrogene et R1 est un 
groupe CO-R ou CO-(CH2)2n+rX-R' (cette forme particuliere de composes de 
formule (I) etant nommee composes IV), et d'un compose de formule A°-CO-A2 
dans laquelle A2 est un groupe reactif choisi par exemple entre OH et CI, et A° 
est le groupe R ou le groupe (CH 2 )2n+i-X-R\ en presence eventuellement 

25 d'agents de couplages ou d'activateurs connus de Thomme de metier. Cette 
reaction est avantageusement realisee selon le protocole decrit par exemple 
dans Daubert et a/., J. Am. Chem. Soc, 1943, 65, 2144-2145 ; Feuge et 
Lovegren, J. Am. Oil Chem. Soc, 1956, 33, 367-372 ; Katoch et a/., Bioorg. Med. 
Chem., 1999, 7, 2753-2758 ou Strawn et a/., J. Med. Chem., 1989, 32, 643-648. 

30 

Les composes IV decrits ci-dessus peuvent etre prepares par un procede 
comprenant : 
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a) reaction d'un compose de formule generate (II) 




avec un compose de formule A p -CO-A2 dans laquelle A2 est un groupe 
reactif choisi par exemple entre OH et CI, et A 0 est le groupe R ou le 
groupe (CH 2 )2n+rX-R\ en presence eventuellement d'agents de 
couplages ou d'activateurs connus de I'homme de metier pour donner up 
10 compose de formule generate (III) 




dans laquelle R1 represente un groupe CO-R ou CO-fChbkn+i-X-R 1 ; et 

15 

b) deprotection du compose (III) par un acide (acide acetique, acide 
trifluoroacetique, acide borique, acide sulfurique, etc.) pour donner un 
compose de formule generate (IV) tel que defini ci-avant. 



20 Selon un autre procede particulier de Tinvention les composes de formule (I) 
dans laquelle G est un atome d'oxygene, R3 est un atome d'hydrogene et R1 et 
R2, identiques ou differents, represented un groupe CO-R ou CO-fChfeWrX-R', 
peuvent etre obtenus a partir d'un compost de formule (I) selon Tinvention dans 
laquelle G est un atome d'oxygene, R2 et R3 represented un atome 
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d'hydrogene et R1 est un groupe CO-R ou CO-(CH 2 )2n+rX-R' (composes IV), 
selon les etapes suivantes : 

a) reaction du compose (IV) avec un compose PxE dans lequel Px est un 
5 groupement protecteur ; et E est un groupe reactif choisi par exemple 

parmi OH ou un halogene, pour donner un compose de formule generale 
(V) dans laquelle R1 est un groupe CO-R ou CO-(CH 2 )2n+rX-R\ La 
reaction peut avantagetisement etre mise en ceuvre en adaptant le 
protocole decrit par Gaffney et Reese, Tet Lett,, 1997, 38, 2539-2542 
10 dans lequel PxE peut representer le compose 9-phenylxanthene-9-ol ou le 

9-chloro-9-phenylxanthene 

Rl 
I 




(V) 

b) reaction du compose de formule (V) avec un compose de formule A°- 
15 CO-A2 dans laquelle A2 est un groupe reactif choisi par exemple entre 

OH et CI, et A° est le groupe R ou le groupe (CH 2 )2n+i-X-R\ en presence 
eventuellement d'agents de couplages ou d'activateurs connus de 
rhomme de metier pour donner un compose de formule generale (VI), 
dans laquelle R1 et R2, identiques ou differents, represented un groupe 
20 CO-R ou CO-(CH2)2n+rX-R' et Px est un groupement protecteur 

Rl 
I 




I 

R2 



(VI) 



c) deprotection du compose (VI), en milieu acide pour donner un compose 
de formule generale (I) dans laquelle G est un atome d'oxygene, R3 est 
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un atome d'hydrogene et R1 et R2, identiques ou differents, representent 
un groupe CO-R ou CO-(CH 2 )2n+rX-R\ 

Selon un autre proc6de particulier de I'invention, les composes de formule 
5 generate (I) dans laquelle G est un atome d'oxygene, R1 et R3 representent un 
atome d'hydrogene et R2 represente un groupe CO-R ou CO-(CH 2 )2n+rX-R\ 
sont obtenus par un procede comprenant : 

a) la reaction d'un compose de formule (VII) 



10 




(VII) 



15 



avec un compose de formule A°-CO-A2 dans laquelle A2 est un groupe 
reactif choisi par exemple entre OH et CI, et A° est le groupe R ou le 
groupe (CH 2 )2n+rX-R , l en presence eventuellement d'agents de 
couplages ou d'activateurs connus de Phomme de metier pour donner un 
compose de formule generate (VI 1 1) 




R2 



(VIII) 



20 



dans laquelle R2 represente un groupe CO-R ou CO"^^^*^-^ ; et 



b) deprotection du compose de formule (VIII) en milieu acide ou par 
hydrogenation catalytique pour donner un compose de formule generate 
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(I) dans laquelle G est un atome d'oxygene, R1 et R3 represented un 
atome d'hydrogene et R2 represente un groupe CO-R ou CO-(CH 2 ) 2n +rX- 
R\ 

5 Les etapes ci-dessus peuvent etre realisees avantageusement selon les 
protocoles decrits par Bodai et a/., Syn. Lett., 1999, 6,759-761 ; Paris et al., J. 
Med. Chem., 1980, 23, 9-12 ; Scriba et a/., Arch. Pharm. (Weinheim), 1993, 326 , 
477-481 ou Seltzman et a/., Tet Lett., 2000, 41 , 3589-3592. 

10 Les composes de formule (I) selon I'invention dans laquelle G est un atome de 
soufre, R2 est un atome d'hydrogene et, R1 et R3, identiques ou differents, 
represented un groupe CO-R ou CO-(CH 2 )2n+i-X-R\ peuvent etre obtenus a 
partir du compose de formule (IX) par le procede suivant : 




(IX) 

15 

a) Reaction du compose IX et d'un premier compose de formule A°-CO-A3 
dans laquelle A3 est un groupe reactif choisi par exemple entre OH, O- 
CO-A° et CI, et A 0 est le groupe R ou le groupe (CH 2 ) 2n +rX-R\ puis d'un 
second compose de formule A°-CO-A3 dans laquelle, independamment 
20 du premier compose, A3 est un groupe reactif choisi par exemple entre 

OH, 0-CO-A° et CI, et A 0 est le groupe R ou le groupe (CH 2 )2n + rX-R\ en 
presence eventuellement d'agents de couplages ou d'activateurs connus 
de rhomme de metier, 

25 b) Deprotection du groupemeht thiol par Tacetate mercurique. 

Ce procede est avantageusement realise selon le protocole decrit dans Aveta et 
a/., Gazz. Chim. Ital., 1986, 116 (11), 649-652. 
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Les composes de formule (I) selon invention dans laquelle G est un atome de 
soufre, R2 et R3 sont des atomes d'hydrog6ne et, R1 represente un groupe CO- 
R ou CO-(CH 2 )2n+rX-R\ peuvent etre obtenus a partir du compose de formule 
5 (IX) par le precede suivant : 

a) Reaction du compose IX et d'un premier compose de formule A°-CO-A3 
dans laquelle A3 est un groupe reactif choisi par exemple entre OH, O- 
CO-A° et CI, et A° est le groupe R ou le groupe (Chbfen+i-X-R' en quantite 

10 stoechiometrique, en presence eventuellement d'agents de couplages ou 

d'activateurs connus de I'homme de metier, 

b) Deprotection du groupement thiol par I'ac6tate mercurique. 

15 Le compose de formule (IX) peut etre prepare par un precede comprenant : 

a) reaction d'un 2-halogenomalonate de dim6thyle avec le tritylthiol pour 
donner le compose de formule X 




(X) 

20 

b) Reduction des fonctions acetate par LiAIH 4 . 

Les composes de formule (I) dans lesquels G est un groupe N-R4 et dans 
laquelle R1, R2 et R3 identiques ou differents, represented un groupe CO-R ou 
25 un groupe CO-(CH2)2n+rX-R\ sont obtenus a partir d'un compose de formule (I) 
dans laquelle G est un groupe N-R4, R1 et R3 sont des atomes d'hydrogene, R2 
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un groupe CO-R ou un groupe CO-(CH 2 ) 2n+ rX-R' (compose XI) selon le procede 
suivant : 

Reaction d'un compose XI et d'un premier compose de formule A°-CO-A2 dans 
5 laquelle A2 est un groupe r6actif choisi par exemple entre OH et CI, et A 0 est le 
groupe R ou le groupe (CH 2 ) 2n +rX-R\ puis d'un second compose de formule A°- 
CO-A2 dans laquelle, independamment du premier compose, A2 est un groupe 
reactif choisi par exemple entre OH et CI, et A° est le groupe R ou le groupe 
(CH 2 ) 2n+ rX-R\ en presence eventuellement d'agents de couplages ou 
10 d'activateurs connus de I'homme de metier. 

Ce procede est avantageusement realise selon le protocole decrit dans, 
Terradas et a/., J. Amen Chem. Soc, 1993, 115, 390-396. 

15 Les composes de formule (I) selon I'invention dans laquelle G est un groupe N- 
R4 et dans laquelle R1 et R2 represented un groupe CO-R ou CO-(CH 2 ) 2n+ rX- 
R\ et R3 est un atome d'hydrogene peuvent etre obtenus par reaction d'un 
compose XI et d'un compose de formule A°-CO-A2 dans laquelle A2 est un 
groupe reactif choisi par exemple entre OH et CI, et A° est le groupe R ou le 

20 groupe (CH 2 ) 2n +rX-R' en quantite stoechiometrique, en presence eventuellement 
d'agents de couplages ou d'activateurs connus de I'homme de metier. 

Les composes de formule (I) selon I'invention dans lesquels G est un groupe NH, 
R1 et R3 sont des atomes d'hydrogene, R2 un groupe CO-R ou un groupe CO- 
25 (CH 2 )2n+rX-R' (compose Xla) peuvent etre obtenus de differentes fagons. 

Selon un premier procede, on fait reagir une molecule de 2-aminopropane-1,3- 
diol avec un compose de formule A°-CO-A dans laquelle A est un groupe reactif 
choisi par exemple entre OH, 0-CO-A° f OR" et CI, et A° est le groupe R ou le 
30 groupe (CH 2 ) 2n +rX-R' en presence eventuellement d'agents de couplages ou 
d'activateurs connus de I'homme de metier. 
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Cette reaction peut etre mise en oeuvre en adaptant les protocoles decrits par 
exemple dans Daniher et Bashkin, Chem. Commun., 1998, 10, 1077-1078, 
Khanolkar et a/ M J. Med. Chem., 1996, 39, 4515-4519, Harada et a/., Chem. 
Pharm. Bull., 1996, 44 (12), 2205-2212., Kurfuerst et a/., Tetrahedron, 1993, 49 
5 (32), 6975-6990., Shaban ef a/., Carbohydr. Res., 1977, 59, 213-233, Putnam et 
Bashkin, Chem. Commun,, 2000, 767-768. 

Les composes de formule (I) selon invention dans lesquels G est un groupe NH, 
R1 et R3 sont des atomes d'hydrogene, R2 un groupe CO-R ou un groupe CO- 
10 (CH 2 )2n+i-X-R' (compose Xla) peuvent egalement etre obtenus selon le precede 
suivant : 

a) Reaction du compose de formule XII avec un compost de formule A°-CO- 
A dans laquelle A est un groupe reactif choisi par exemple entre OH, O- 
15 CO-A°, OR" et CI, et A° est le groupe R ou le groupe (CH 2 )2n+rX-R' en 



presence eventuellement d'agents de couplages ou d'activateurs connus 
de Thomme de metier 



(XIII) 

b) deprotection du compose XIII. 

Ce proc6de peut avantageusement etre mis en oeuvre selon le protocole decrit 
dans Harada et a/., Chem. Pharm. Bull., 1996, 44 (12), 2205-2212. 




o 



(XII) 

pour donner un compose de formule generate XIII 




Les composes de formule (I) selon Invention dans lesquels G est un groupe N- 
R4 dans lequel R4 n'est pas un atome d'hydrogene, R1 et R3 sont des atomes 
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d'hydrogene, R2 un groupe CO-R ou un groupe CO-(CH2)2n+rX-R' (compose 
Xlb) peuvent etre obtenus selon le precede suivant : 

a) Reaction du compose de formule XII avec un compose de formule A°-CO- 
5 A dans laquelle A est un groupe reactif choisi par exemple entre OH, O- 

CO-A°, OR" et CI, et A 0 est le groupe R ou le groupe (Chbhn+i-X-R' en 
presence 6ventuellement d'agents de couplages ou d'activateurs connus 
de Thomme de metier. 

(xn) 

10 pour donner un compose de formule generale XIII 

' O—t R2 

(xm) 

b) Reaction du compose XIII avec un compose de type R4-A4 dans lequel 
A4 est un groupe reactif choisi par exemple entre CI ou Br, en milieu 
basique, 

15 

c) deprotection du compose XIII. 

La faisabilite, la realisation et d'autres avantages de I'invention sont illustres plus 
en details dans les exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme 
20 illustratifs et non limitatifs. 

Legende des figures : 

Figure 1 A : Structure d'acylglycerols selon Finvention (exemples 2a, 2c, 4a-n). 

25 

Figure 1B : Structure de composes particuliers selonf invention (exemples 5a-b). 

Figure 2 : Evaluation des effets de Texemple 4a sur le metabolisme du 
cholesterol plasmatique chez le rat. 
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Sur la figure 2A sont representes les effets du traitement de rats Sprague- 
Dawley avec I'exemple 4a (300 mg/kg/j) sur la distribution du cholesterol dans 
les lipoparticules evaluee par chromatographic d'exclusion. On observe une 
5 distribution typique du cholesterol dans plusieurs populations de lipoparticules de 
tallies differentes. En outre, on observe une diminution du cholesterol dans les 
differentes classes de lipoparticules suite au traitement des animaux avec 
I'exemple 4a, particulierement les particules de grande taille (VLDL) et les 
particules de petite taille (HDL). Cette diminution est caracteristique des effets 
10 des activateurs de PPARa. 

Cette diminution se traduit par une diminution du cholesterol plasmatique total 
comme indiqu6 dans la figure 2B. 

Figure 3 : Evaluation des effets de I'exemple 4a sur le metabolisme des 
15 triglycerides plasmatiques chez le rat. 

Sur la figure 3A sont representes les effets du traitement de rats Sprague- 
Dawley avec I'exemple 4a (300 mg/kg/j) sur la distribution des triglycerides dans 
les lipoparticules evaluee par chromatographie d'exclusion. On observe une 

20 distribution typique des triglycerides principalement localisee dans une 
population de lipoparticules de grande taille. En outre, on observe une diminution 
des triglycerides dans cette classe de lipoparticules suite au traitement des 
animaux avec I'exemple 4a. Cette diminution est caracteristique des effets des 
activateurs de PPARa. 

25 Cette diminution se traduit par une diminution des triglycerides plasmatiques 
comme indique dans la figure 3B. 

Figure 4 : Evaluation des effets de I'exemple 4a sur le metabolisme des 
phospholipides plasmatiques chez le rat. 

30 

Sur la figure 4A sont representes les effets du traitement de rats Sprague- 
Dawley avec I'exemple 4a (300 mg/kg/j) sur la distribution des phospholipides 
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dans les lipoparticules evaluee par chromatographie d'exclusion. On observe 
une distribution typique des phospholipides dans plusieurs populations de 
lipoparticules de tailles differentes. En outre, on observe une diminution des 
phospholipides dans les differentes classes de lipoparticules suite au traitement 
5 des animaux avec I'exemple 4a, particulierement les particules de grande taille 
(VLDL). 

Cette diminution se traduit par une diminution des phospholipides plasmatiques 
totaux comme indique dans la figure 4B. 

10 Figure 5 : Evaluation des effets de I'exemple 4a sur I'expression de genes 
hepatiques chez le rat. 

Sur la figure 5A sont represents les effets du traitement de rats Sprague- 
Dawley avec I'exemple 4a (300 mg/kg/j) sur I'expression hepatique des genes 

15 impliques dans la p-oxydation peroxysomale (ACO) ou mitochondriale (CPT-I et 
CPT-II) des acides gras. On observe une forte activation de 1'expression 
hepatique de I'ACO, un des principaux genes cibles de PPARa, qui suggere une 
forte activation de la capacite de catabolisme des acides gras par les 
peroxisomes hepatiques. En parallele, nous observons une augmentation plus 

20 faible de I'expression des genes CPT-I et CPT-II qui suggere une activation de la 
capacite de catabolisme des acides gras par les mitochondries hepatiques. 
Sur la figure 5B sont repr6sent6s les effets du traitement de rats Sprague- 
Dawley avec I'exemple 4a (300 mg/kg/j) sur I'expression hepatique des genes 
impliques dans le transport du cholesterol (Apo Al) ou des triglycerides (Apo 

25 Clll). On observe une legere diminution de I'expression hepatique de I'Apo Al qui 
pourrait expliquer en partie la diminution du taux plasmatique de cholesterol. On 
observe egalement une diminution plus nette de I'expression de TApo Clll qui 
pourrait expliquer en partie la diminution du taux plasmatique de triglycerides. 

30 Figure 6 : Evaluation des effets de Texemple 4a sur le metabolisme du 
cholesterol et des triglycerides plasmatiques chez le rat Zucker. 
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Sur la figure 6A sont represents les effets du traitement de rats Zucker avec 
Texemple 4a (300 mg/kg/j) sur le taux plasmatique de cholesterol total. Les rats 
Zucker sont des rats r6sistants £ Taction de Tinsuline caracterises par une 
augmentation graduelle du taux plasmatique de cholesterol. La figue 1a montre 

5 cette evolution dans le groupe controle. Elle montre egalement que cette 
Evolution est freinee par le traitement des animaux avec Texemple 4a. 
Sur la figure 6B sont repr6sentes les effets du traitement de rats Zucker avec 
Texemple 4a (300 mg/kg/j) sur le taux plasmatique de triglycerides. Les rats 
Zucker sont egalement caracterises par une augmentation graduelle du taux 

10 plasmatique de triglycerides. La figure 6B montre cette evolution dans le groupe 
controle. Elle montre egalement que cette evolution est fortement ralentie par le 
traitement des animaux avec Texemple 4a. 

Figure 7 : Evaluation des effets de Texemple 4a sur le taux plasmatique 
15 d'insuline et Tequilibre glucidique chez le rat Zucker. 

Sur la figure 7 sont representes les effets du traitement de rats Zucker avec 
Texemple 4a (300 mg/kg/j) sur les taux plasmatiques d'insuline et de glucose. 
Les rats Zucker sont des rats resistant a Taction de Tinsuline caracterises par 

20 une augmentation compensatrice graduelle du taux plasmatique d'insuline. La 
figure 7A montre cette evolution dans le groupe controle. La figure 7B montre 
, que cette evolution est freinee par le traitement des animaux avec Texemple 4a, 
notamment apres 14 jours. Les taux de glucose etant equivalents dans les deux 
groupes (figures 7A et 7B), le traitement avec Texemple 4a augmente done la 

25 sensibility a Tinsuline. 

Figure 8 : Evaluation des effets de Texemple 4a sur le taux d'insuline lors d'un 
test de tolerance au glucose chez le rat Zucker. 

30 Sur la figure 8 sont representes les effets du traitement de rats Zucker avec 
Texemple 4a (300 mg/kg/j) sur le taux plasmatique d'insuline lors d'un test de 
tolerance au glucose. Les resultats montrent que les rats traites avec Texemple 
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4a utilisent moins cTinsuline pour repondre a Tinjection de glucose realisee en 
debut de test. Le traitement avec I'exemple 4a a done pour effet d'augmenter la 
sensibilite a Tinsuline. 

5 Figure 9 : Evaluation des effets de I'exemple 4g sur les taux de lipides 
plasmatiques et sur I'expression d'un gene hepatique chez le rat. 

Sur les figures 9A et 9B sont representes les effets du. traitement de rats Wistar 
avec I'exemple 4g (300 mg/kg/j) sur le taux plasmatique de cholesterol et sur la 

10 concentration plasmatique des triglycerides respectivement, apres 14 jours de 
traitement. Les resultats montrent que le traitement a pour effet une diminution 
nette des taux circulants de cholesterol et de triglycerides. Sur la figure 9C est 
represents Feffet du traitement de rats Wistar avec I'exemple 4g (300 mg/kg/j) 
sur I'expression hepatique d'un gene implique dans la p-oxydation peroxysomale 

15 des acides gras (ACO). On observe une forte activation de I'expression 
hepatique de I'ACO, un des principaux genes cibles de PPARa, 

Figure 10: Evaluation de la dependance vis-a-vis de la dose de Feffet de 
I'exemple 4a sur le metabolisme des triglycerides plasmatiques chez le rat 
20 Zucker. 

Sur la figure 10 sont representes les effets du traitement de rats Zucker avec 
I'exemple 4a teste a des doses de 0 a 600 mg/kg/j sur le taux plasmatique de 
triglycerides. Elle montre une diminution graduelle de cette concentration en 
25 fonction de la dose de compose. 

Figure 1 1 : Evaluation des effets de I'exemple 4a sur I'activation de PPARa in 

vitro. 

30 Sur la figure 1 1 sont representes les effets de I'exemple 4a sur I'activation de 
PPARa evaluee in vitro dans les cellules HepG2, en utilisant une chimere 
constitute du domaine de liaison a I'ADN du facteur de transcription Gal4 et du 
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domaine de liaison du ligand de PPARa. Les resultats montrent que I'exemple 
4a est capable d'activer tres fortement le recepteur nucleaire PPARa, et ceci 
d'une maniere dose dependante. 

5 Figure 12 : Evaluation des effets de I'exemple 4a sur I'expression du gene 
ABCA1 in vitro dans les macrophages humains. 

Sur la figure 12 sont represents les effets de I'exemple 4a solubilise selon 
I'exemple 6, sur Texpression du gdne ABCA-1 in vitro dans les macrophages 
10 humains prepares selon I'exemple 12. Les resultats montrent que I'exemple 4a 
est capable d'activer tres fortement I'expression du gene ABCA1 dans les 
macrophages humains, et ceci d'une maniere dose dependante. 

EXEMPLES : 

15 

EXEMPLE 1 : Preparation de derives d'acides gras 

EXEMPLE 1a : Preparation de I'acide tetradecylthioacetique 

L'hydroxyde de potassium (34.30 g, 0.611 mol), I'acide mercaptoacetique 
20 (20.9 ml, 0.294 mol) et le 1-bromotetradecane (50 ml, 0.184 mol) sont ajoutes 
dans I'ordre au methanol (400 ml). Ce melange est place sous agitation pendant 
une nuit a temperature ambiante. Au melange reactionnel precedent est alors 
ajoutee une solution d'acide chlorhydrique concentre (60 ml) dissous dans I'eau 
(800 ml). L'acide tetradecylthioacetique pr6cipite. Le melange est laisse sous 
25 agitation une nuit a temperature ambiante. Le precipite est ensuite filtre, lave 
cinq fois £ I'eau puis s6che au dessiccateur. Le produit est recristallis6 dans le 
methanol (rendement 94%). 
Rf (CH 2 CI 2 -MeOH 9-1) : 0.60 
F°:67-68°C 
30 I R: vCO acide 1 726 et 1 684 cm" 1 
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RMN ( 1 H, CDCb) : 0.84-0.95 (t, 3H, -CH 3/ J = 6.5 Hz) ; 1.20-1.45 (massif, 22H, - 

CH 2 -) ; 1.55-1.69 (quint, 2H, -CH 2 -CH 2 -S-, J=6.5Hz) ; 2.63-2.72 (t, 2H, CH 2 - 

CH2-S-, J = 7.3 Hz) ; 3.27 (s, 2H, S-CH 2 -C00H) 
SM : M-1 =287 

5 

EXEMPLE 1b: Preparation de I'acide 4-(dodecvlthio)butanoique 

Le dodecanethiol (2.01 g ; 10 mmol) et le bromobutyrate d'ethyle (1.971 g ; 10 
mmol) sont places sous agitation a temperature ambiante sous atmosphere 
inerte. L'hydroxyde de potassium (1 .36 g ; 21 mmol) dissous dans 50 ml 

10 d'ethanol est ajoute lentement. Le melange reactionnel est porte a reflux pendant 
3 heures. L'ethanol est evapore sous vide. Le residu est repris par I'eau et 
acidifie. Le precipite forme est filtre, lave a I'eau et seche (rendement 90%). 
Rf (CH 2 CI 2 -MeOH 9-1 ) : 0.46 
IR: vCO acide 1689 cm* 1 

15 RMN ( 1 H, CDCb) : 0.86-0.91 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.2 Hz) ; 1.25-1.45 (massif, 18H, - 
CH 2 -) ; 1.53-1.63 (quint, 2H, -CH 2 -CH 2 -S-, J=6.7Hz) ; 1.87-2.00 (quint, 2H, - 
CH 2 -S-CH 2 -CH 2 -CH 2 -COOH, J=7.2Hz) ; 2.47-2.55 (m, 4H, -CH 2 -S-CH 2 -CH 2 -CH 2 - 
COOH) ; 2.55-2.62 (t, 2H, -CH 2 -S-CH 2 -CH 2 -CH 2 -COOH) 
SM : M-1 = 287 

20 

EXEMPLE 1c : Preparation de I'acide 6-(decvlthio)hexanoVque 

Le decanethiol (4.57 g ; 25 mmol) et I'acide 4-bromobutyrique (5 g ; 25 mmol) 
sont places sous agitation a temperature ambiante sous atmosphere inerte. 
L'hydroxyde de potassium dissous dans 50 ml d'ethanol est ajoute lentement. Le 
25 melange reactionnel est porte a reflux pendant 3 heures. L'ethanol est evapore 
sous vide. Le residu est repris par I'eau et acidifie. Le precipite forme est filtre, 
lave a I'eau et seche (rendement 95%). 
Rf (CH 2 CI 2 -MeOH 9-1) : 0.37 
I R: vCO acide 1 690 cm" 1 

30 RMN ( 1 H, CDCb) : 0.86-0.91 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.22-1.41 (massif, 14H, - 

CH 2 -) ; 1.42-1.50 (m, 2H, CH 2 -S-CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -COOH) ; 1.53-1.75 
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(massif, 6H, -CH2-CH2-S-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH) ; 2.35-2.42 (t, 2H, -CH 2 - 
S-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH) ; 2.48-2.55 (massif, 4H, -CH 2 -S-CH 2 -). 
SM : M-1 = 287 

5 EXEMPLE 1d : Preparation de I'acide tetradecvlselenoacetique 

Preparation du tetradecvldiselenure 

Sous atmosphere inerte, du selenium (1.19 g ; 15 mmol) est introduit dans un 
melange THF/eau (1/1) (50 ml). Le melange reactionnel est refroidi dans un bain 
de glace avant d'ajouter lentement le tetraborohydrure de sodium (1.325 g ; 35 

10 mmol). Une seconde fraction de selenium (1.19; 15 mmol) est ajoutee. Le 
melange reactionnel est maintenu sous agitation a temperature ambiante 
pendant 15 min puis chauffe a reflux pour dissoudre tous les reactifs. Le 
bromotetradecane (9 ml ; 30 mmol) dissous dans 25 ml de THF est ajoute. Le 
melange reactionnel est laisse sous agitation a temperature ambiante pendant 3 

15 heures. Le milieu reactionnel est alors extrait au dichloromethane. Les phases 
organiques sont groupees, sechees sur du sulfate de magnesium, filtrees et 
portees a sec. Le produit est utilise sans autre purification. 
Rf (ether de petrole) : 0.77 
F° : 43°C (cristaux jaunes) 

20 IR:vCH 2960-2850 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.87-0.93 (t, 6H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.20-1.48 (massif, 40H, - 
CH 2 -) ; 1.62-1.80 (m, 4H, -CHrCH 2 -Se-) ; 2.88-2.96 (t, 4H, -CH 2 -CH 2 -Se-). 

Preparation de I'acide tetradecvlselenoaceticiue 

25 Sous atmosphere inerte, le ditetradecyldiselenure (8.5 g ; 17 mmol) est dissous 
dans un melange THF/eau (150 ml/50 ml) et refroidi dans un bain de glace. Le 
tetraborohydrure de sodium (2.9 g ; 61 mmol) est ajoute lentement (la solution se 
decolore) puis est ajoute I'acide bromoacetique (8.5 g ; 61 mmol) dissous dans 
un melange THF/eau (25 ml / 25 ml). Le melange reactionnel est maintenu sous 

30 agitation a temperature ambiante pendant 6 heures. Le melange reactionnel est 
extrait a Tether puis la phase aqueuse est acidifiee. Le precipite obtenu est filtre, 
lave plusieurs fois a Teau et seche (rendement 29%). 
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Rf (CH 2 CI 2 -MeOH 9-1) : 0.60 
F°: 68°C 

IR: vCO acide 1719 et 1680 cm 1 

RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 0.85-0.95 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.25-1.48 (massif, 22H, - 
5 CH 2 -) ; 1.65-1.78 (quint, 2H, -CH 2 -CH 2 -Se-. J=6.5Hz) ; 2.78-2.84 (t, 2H, CH2- 
CHrSe-, J = 7 Hz) ; 3.18 (s, 2H, Se-CH 2 -COOH) 
SM : M-1 = 335 

EXEMPLE 1e : Preparation de I'acide tetradecvlsulfoxvacetique 

10 L'acide tetradecylthioacetique (5 g ; 17.4 mmol) (exemple 1a) est dissous dans 
un melange methanol/dichloromethane (160 ml / 80 ml). Le melange reactionnel 
est mis sous agitation et refroidi dans un bain de glace avant d'ajouter lentement 
l'oxone®(12.8 g ; 21 mmol) dissous dans I'eau (160 ml). Le melange reactionnel 
est maintenu sous agitation a temperature ambiante pendant 3 heures. Les 

15 solvants sont evapores sous vide. Le precipite forme dans la phase aqueuse 
residuelle est essore, lave plusieurs fois a I'eau et seche (rendement 90%). 
Rf (CH 2 Cl r MeOH 9-1) : 0.27 
IR: vCO acide 1723 et 1690 cm 1 

RMN ( 1 H, DMSO) : 0.80-0.92 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.4 Hz) ; 1.19-1.50 (massif, 22H, - 

20 CH 2 -) ; 1.55-1.71 (quint, 2H, -CH 2 -CH 2 -SO) ; 2.70-2.89 (t, 2H, -CH 2 -CH 2 -SO- 

CH 2 -COOH, J=6.7Hz) ; 3.52-3.70 (d, 1H, -CH 2 -SO-CH 2 -COOH, J=14.5Hz) ; 3.80- 

3.95 (d, 1H, -CH 2 -SO-CH 2 -COOH, J= 14.1Hz). 

SM : M+1 = 305 ; M+23 = 327 (M+Na + ) ; M+39 = 343 (M+K + ) 

25 EXEMPLE 1f: Preparation de I'acide 6-(decvlsulfoxv)hexanoique 

f 

Le produit est prepare selon la procedure precedemment decrite (exemple 1e) a 
partirde I'acide 6-(decylthio)hexanoi'que(exemple 1c) 
rendement 94%. 
Rf (CH 2 CI 2 -MeOH 9-1) : 0.18 
30 RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.86-0.91 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.8 Hz) ; 1.20-1.40 (massif, 14H, - 
CH 2 -) ; 1.40-1.60 (m, 2H, CH 2 -SO-CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -COOH) ; 1.63-1.95 
(massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -S-CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -COOH) ; 2.35-2.42 (m, 3H, - 
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CH2-S-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH et -CH2-SO-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH) ; 
2.60-2.71 (m, 1H, -CH2-SO-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH) ; 2.75-2.85 (m, 1H, - 
CH 2 -SO-(CH 2 ) 5 -COOH) ; 2.80-3.01 (m, 1H, -CH2-SO-(CH 2 ) s -COOH). 

5 EXEMPLE 1g : Preparation de l'acide tetradecvlsulfonvlacetique 

L'acide tetradecylthioacetique (5 g ; 17.4 mmol) (exemple 1a) est dissous dans 
un melange methanol/dichloromethane (160 ml / 80 ml). Le melange reactionnel 
est place sous agitation et refroidi dans un bain de glace avant d'ajouter 
lentement I'oxone® (21 .8 g ; 35 mmol) dissous dans I'eau (160 ml). Le melange 
10 reactionnel est maintenu sous agitation a temperature ambiante pendant 3 
heures. Les solvants sont evapores sous vide. Le precipite forme dans la phase 
aqueuse residuelle est essore, lave plusieurs fois a I'eau et seche (rendement 
89%). 

Rf (CH 2 CI 2 -MeOH 9-1) : 0.21 

15 IR: vCO acide 1701 cm' 1 

RMN ( 1 H, DMSO) : 0.85-0.96 (t, 3H, -CH 3 , J = 6 Hz) ; 1.20-1.40 (massif, 22H, - 
CH 2 -) ; 1.40-1.55 (m, 2H, -CH2-CH2-CH2-SO2-) ; 1.80-1.96 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 - 
SO2-) ; 3.22-3.34 (t, 2H, -CH2-CH2-SO2-CH2-COOH, J=8Hz) ; 4.01 (s, 2H, -CH 2 - 
SO2-CH2-COOH). 

20 SM:M-1=319 

EXEMPLE 1h : Preparation de l'acide 6-(decvlsulfonyl)hexanoique 

Le produit est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 1g) a 
partirde l'acide 6-(decylthio)hexanoi'que (exemple 1c). 
25 rendement 87%. 

Rf (CH 2 CI 2 -MeOH 9-1): 0.15 
I R: vCO acide 1689 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.85-0.96 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.22-1.40 (massif, 12H, - 
CH 2 -) ; 1.40-1.61 (massif, 4H, -S0 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -) ; 1.65-1.95 (massif, 6H, - 
30 CHz-CHz-SOrCHa-CHz-CHz-CHz-CHz-COOH) ; 2.35-2.46 (m, 2H, -CHrCOOH) ; 
2.60-2.84 (m, 2H, -CH r S0 2 -CH r CH r CH 2 -CH 2 -CH 2 -COOH) ; 2.90-3.02 (m, 2H, - 
CHz-SOz-CHrCHz-CHz-CHz-CH^COOH). 
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EXEMPLE 1i : Preparation de I'acide docosylthioacetique 

Le produit est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 1a) a 
partir de I'acide mercaptoacetique et du bromodocosane. 
5 Rendement90% 

Rf (CH 2 CI 2 -MeOH 9-1) : 0.62 
IR: vCO acide 1 728 et 1 685 cm' 1 

RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 0.83-0.94 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.6 Hz) ; 1.18-1.48 (massif, 38H, - 
CH 2 -) ; 1.55-1.69 (quint, 2H, -CH 2 -CH 2 -S-, J = 6.7 Hz) ; 2.63-2.72 (t, 2H, CH 2 - 
10 CH2-S-, J = 7.3 Hz) ; 3.26 (s, 2H, S-CH 2 -COOH) 

EXEMPLE 2 : Preparation de monoacvlqlycerols 
EXEMPLE 2a : Preparation du 1-tetradecvlthioacetvlglvcerol 

15 

Preparation du tetradecvlthioacetate de (2.3-Q-isoDroDvlidene)DroDvle 

Dans un ballon immerge dans un bain de glace, I'acide tetradecylthioacetique 
(4 g, 13.86 mmol) est dissous dans le tetrahydrofuranne (100 ml) avant d'ajouter 
I'EDCI (2.658 g, 13.86 mmol), la dimethylaminopyridine (1.694 g, 13.86 mmol) 

20 puis le solketal (1 .72 ml, 13.86 mmol) dans cet ordre. Le melange reactionnel est 
laisse sous agitation a temperature ambiante pendant 4 jours. Le solvant est 
evapore sous vide. Le residu est repris par le dichloromethane, lave par une 
solution aqueuse d'HCI 1N puis par une solution aqueuse de NaHC03 10% et 
enfin par une solution saturee en NaCI. La phase organique est sechee sur 

25 sulfate de magnesium, filtree et evaporee sous vide. L'huile residuelle obtenue 
est purifiee par chromatographie sur gel de silice (acetate d'ethyle-cyclohexane 
1-9). Le produit est obtenu sous forme d'huile jaune (rendement 80%). 
Rf (cyclohexane-acetate d'ethyle 8-2) : 0.65 
IR: vCOester 1736 cm" 1 

30 RMN ( 1 H, CDCI 3 ) •:. 0.86 (t, 3H, -CH 3 , J = 7.8 Hz) ; 1.25 (massif, 20H, -CH 2 -) ; 
1.33 (s, 3H, CH 3 isopropylidene) ; 1.37 (s, 3H, CH 3 isopropylidene) ; 1.59 (m, 4H, 
OCO-CH 2 -CH 2 -CH 2 -) ; 2.62 (t, 2H, -0-CO-CH 2 -S-CH 2 -, J = 7.40 Hz) ; 3.25 (s, 2H, 
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-O-CO-CH2-S-CH2-) ; 3.75 (m, 1H, -CO-0-CH 2 -CH(isopropylidene)) ; 4.08 (m, 
2H, -CO-0-CH 2 -CHCH 2 (isopropylidene)) ; 4.18 (m, 1H, -CO-0-CH 2 - 
isopropylidene) ; 4.35 (m, 1H, -CO-0-CH 2 -isopropylidene). 

5 Preparation du 1 -tetradecvlthioacetvlglycerol 

Le tetradecylthioacetate de (2,3-0-isopropylidene)propyle (4.163 g, 10.356 
mmol) est dissous dans I'acide acetique (60 ml) et laisse sous agitation a 
temperature ambiante. Apres 11 jours de reaction, le melange reactionnel est 
dilue dans I'eau puis extrait par de Tacetate d'ethyle. La phase organique est 

10 lavee par une solution aqueuse satur6e en NaCI puis s§chee sur sulfate de 
magnesium, filtree et le solvant est evapore. La poudre blanche obtenue est 
recristallisee dans I'heptane (rendement 90%). 
Rf (acetate d'ethyle-cyclohexane 5-5) : 0.30 
F : 63-65°C 

15 IR: vCOester 1720 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCb) : 0.89 (t, 3H, -CH 3l J = 6.6 Hz) ; 1.28 (massif, 20H, -CH 2 -) ; 
1.59 (massif, 4H, -CH 2 -CH 2 -CH r S-) ; 2.64 (t, 2H, CH r CH 2 -S-, J = 7.23 Hz) ; 
3.26 (s, 2H, S-CHrCOOH) ; 3.64 (m, 2H, -COO-CH 2 -CHOH-CH 2 OH) ; 3.97 (m, 
1H, -COO-CH 2 -CHOH-CH 2 OH) ; 4.27 (m, 2H, -COO-CH r CHOH-CH 2 OH). 

20 SM : M+23 = 385 (M+Na + ) (M+H non detectee) 

EXEMPLE 2b : Preparation du 1-palmitovlglycerol 

Ce compose est synthetise selon la procedure precedemment decrite (exemple 
2a) a partir du solketal et de I'acide palmitique. 

Palmitate de (2,3-0-isopropylidene)propyle 

rendement 55% 
Rf (CH 2 CI 2 ): 0.35 
F : 32-33°C 
30 IR: vCOester 1733 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 0.89 (t, 3H, -CH 3l J = 6.6 Hz) ; 1.27 (massif, 24H, -CH 2 -) ; 
1.39 (s, 3H, CH 3 isopropylidene) ; 1.45 (s, 3H, CH 3 isopropylidene) ; 1.62 (m, 4H, 
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OCO-CH2-CH2-CH2-) ; 2.32 (t, 2H, -O-CO-CH2-CH2-CH2-, J = 7.40 Hz) ; 3.75 (dd, 
1H, -CO-O-CHrCH(isopropylidene), J=8.3Hz et J=2.1Hz) ; 4.10 (m, 2H, -CO-O- 
CH 2 -CHCH 2 (isopropylidene)) ; 4.18 (dd, 1H, -CO-0-CH 2 -isopropylidene, 
J=1 1.6Hz et J=4.6Hz) ; 4.33 (m, 1H, -CO-0-CH 2 -isopropylidene). 

5 

1-palmitoylglycerol 
rendement84% 

Rf (acetate d'ethyle-cyclohexane 5-5) : 0.30 
F : 72-74°G 
10 I R: vCOester 1730 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.89 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.26 (massif, 24H, -CH 2 -) ; 

1 

1.64 (m, 2H, OCO-CH2-CH2-CH2-) ; 2.36 (t, 2H, -0-CO-CH r CH 2 -CH 2 -, J = 7.40 
Hz) ; 3.60 (dd, 1H, -CO-0-CH 2 -CHOH-CH 2 OH, J=11.8Hz et J=6.1Hz) ; 3.71 (dd, 
1H, -CO-O-CH2-CHOH-CH2OH, J=1 1.8Hz et J=3.9Hz); 3.94 (m, 1H, -CO-O- 
15 CH2-CHOH-CH2OH) ; 4.19 (m, 2H, -CO-0-CH 2 -CHOH-CH 2 OH) ; 

EXEMPLE 2c : Preparation du 2-tetradecvlthioacetvlglvcerol 

Preparation du 1, 3-benzylideneglycerol 

1 

20 Le glycerol (30 g ; 0.326 mol), le benzaldehyde (34.5 g ; 0.326 mol) et I'acide p- 
toluene sulfonique (50 mg) sont dissous dans 350 ml de toluene et places a 
reflux dans un appareil de Dean-Stark pendant 18 heures. Le melange 
reactionnel est porte a sec. Le produit residuel est purifie par chromatographie 
sur gel de silice (6luant: cyclohexane/acetate d'ethyle 8/2 puis 7/3) puis 

25 recristallise (rendement : 20%) 

Rf (acetate d'ethyle-cyclohexane 5-5) : 0.34 
n IR: vOH 3286 cm* 1 

RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 3.19 (si, 1H ^changeable, -OH) ; 3.64 (si, 1H. -0-CH 2 -CHOH- 
CH2O-) ; 3.99-4.16 (dd, 2H, -O-CHaHb-CHOH-CHaHbO-, J=1.1 Hz et J=10.4Hz) ; 

30 4.17-4.23 (dd, 2H, -O-CHaHb-CHOH-CHaHbO-, J=1.6Hz et J=11.5Hz) ; 5.57 (s, 
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1H, O-CH-) ; 7.34-7.45 (m, 3H, H aromatiques) ; 7.49-7.55 (m, 2H, H 
aromatiques). 

Preparation du tetradecylthioacetate de (1,3-0-benzylidene)propyle 

5 Dans un ballon immerge dans un bain de glace, I'acide tetradecylthioacetique 
(0.800 g, 2.774 mmol) est dissous dans le THF (75 ml) avant d'ajouter I'EDCI 
(0.532 g, 2.774 mmol), la dimethylaminopyridine (0.339 g, 2.774 mmol) puis le 
1,3-benzylideneglycerol (0.5 g, 2.774 mmol) dans cet ordre. Le melange est 
laisse sous agitation a temperature ambiante pendant 16 heures. Le solvant est 

10 evapore. Le residu obtenu est repris par le dichloromethane, lave par une 
solution d'acide chlorhydrique 1N puis par une solution de carbonate de 
potassium a 10% et enfin par une solution aqueuse saturee en sel. La phase 
organique est sechee sur MgSCU, filtree et portee a sec. Le residu est repris 
dans Tether de petrole. Le precipite forme est filtre puis purifie par 

15 chromatographie sur gel de silice (eluant : acetate d'ethyle-cyclohexane 2-8) et 
permet d'obtenir le produit souhaite sous forme de poudre blanche (rendement 
50%). 

Rf (acetate d'ethyle-cyclohexane 2-8) : 0.53 
F:51-53°C 

20 I R: vCO ester 1 723 cm* 1 

RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 0.85-0.96 (t, 3H, CH 3> J=6.8Hz) ; 1.19-1.44 (massif, 20H, - 
CH 2 ) ; 1.52-1.69 (massif, 4H, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -S-) ; 2.62-2.80 (t, 2H, -CH 2 -CH 2 - 
CH2-S-, J=7.2Hz) ; 3.34 (s, 2H, -CH 2 -S-CH 2 -COO-) ; 4.12-4.29 (dd, 2H, -O- 
CHaHb-CHOH-CHaHbO-, J=1.7Hz et J=13.1Hz) ; 4.30-4.41 (dd, 2H, -O-CHaHb- 

25 CHOH-CHaHbO-, J=1.3Hz et J=13.1Hz) ; 4.75-4.79 (t, 1H, -O-CH2-CHOH- 
CH 2 0-, J=1.7Hz) ; 5.59 (s, 1H, O-CH-) ; 7.35-7.45 (m, 3H, H aromatiques) ; 7.48- 
7.57 (m, 2H, H aromatiques). 

Preparation du 2- tetradecylthioacetvlgfvcerol 

30 Le tetradecylthioacetate de (1,3-0-benzylidene)propyle (0.576 g, 1.278 mmol) 
est dissous dans un melange de dioxanne et de triethylborate (50-50 v/v) avant 
d'ajouter Tacide borique (0.317 g, 5.112 mmol). Le melange reactionnel est 



I 
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chauffe a 100°C pendant 4 heures. Sont encore ajoutes 2 equivalents d'acide 
borique (0.158 g, 2.556 mmol) puis 2 Equivalents apres 5.5 heures et 7 heures 
de reaction. Apres 24 heures de reaction, le triethylborate est evapore. Le residu 
est repris par de I'acetate d'ethyle et lave par I'eau. La phase aqueuse est 

5 neutralisee avec NaHC0 3 puis extraite avec le dichloromethane. La phase 
organique est lavee avec de I'eau saturee en sel, sechee sur MgS0 4 , filtree et 
portee a sec. Le residu est purifie par chromatographie sur gel de silice (eluant 
acetate d'ethyle-cyclohexane 5-5) (rendement 62%). 
Rf (acetate d'ethyle-cyclohexane 7-3) : 0.51 

10 I R: vCO ester 1739 cm* 1 

RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 0.82-0.95 (t, 3H, -CH 3l J = 6.9 Hz) ; 1.15-1.35 (massif, 22H, - 
CH 2 -) ; 1.55-1.68 (m, 2H, -CH 2 -CH 2 -S-) ; 2.23 (si, 2H, OH) ; 2.65 (m, 2H, CH 2 - 
CH2-S-) ; 3.26 (s, 2H, S-CH 2 -COOH) ; 3.64-3.73 (m, 4H, -COO-CH 2 -CHOH- 
CH 2 OH) ; 3.97 (m, 1H, .COO-CH 2 -CHOH-CH 2 OH), 

15 

EXEMPLE 3 : Preparation de 1.3-diacvlqlvcerols 

EXEMPLE 3a : Preparation du 1,3-dipalmitovlqlvcerol 

Le glycerol (10 g ; 0.109 mol ; 1eq), Tacide palmitique (55.69 g ; 0.217 mol ; 2 
20 eq), la dicyclohexylcarbodiimide (44.77 g; 0.217 mol; 2eq) et la 
dimethylaminopyridine (26.51 g; 0.217 mol; 2eq) sont dissous dans le 
dichloromethane. Le melange reactionnel est place sous agitation a temperature 
ambiante pendant 48 heures. La dicyclohexyluree formee est filtree et lavee 
plusieurs fois au dichloromethane. Le filtrat est porte a sec. Le produit residuel 
25 est purifie par chromatographie sur gel de silice (6luant: dichloromethane) 
(rendement : 45%). 
Rf (CH 2 CI 2 ) : 0.30 
F°: 70-73°C 

IR: vCO ester 1735 et 1716 cm" 1 
30 RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.86-91 (t, 6H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.27 (massif, 48H, -CH 2 -) ; 
1.60-1.65 (quint, 4H, OCOCH2-CH 2 -, J=7.4Hz) ; 2.32-2.38 (t, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, 
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J=7.6 Hz) ; 2.51-2.52 (d, 1H, OH (echangeable)) ; 4.06-4.21 (massif, 5H, -CH 2 - 
CH-CHr) 

SM : M+23 = 591 (M+Na + ) ; M+39 = 607 (M+K + ) ; (M+H non detectee) 

5 EXEMPLE 3b : Preparation du 1,3-dilinolevlqlvcerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 3a) 
a partir du glycerol et de I'acide linoleique. Le produit est obtenu sous forme 
d'huile incolore (rendement 26%). 
Rf (CH 2 CI 2 ) : 0.30 
10 IR:vCO ester 1743 et 1719 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.83-0.93 (t, 6H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.15-1.44 (massif, 28H, - 
CHa-) ; 1 .55-1 1 .70 (quint, 4H, OCOCH2-CH2-, J=7.4Hz) ; 1.90-2.15 (massif, 8H, - 
CH r CH=CH-CH2-CH=CH-CH r ) ; 2.30-2.41 (t, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.6 Hz) ; 
2.48-2.52 (d, 1H, OH (echangeable)) ; 2.70-2.83 (t, 4H. -CH 2 -CH=CH-CH r 
15 CH^H-CH^) ; 4.05-4.25 (massif, 5H, -CHaH b-CH-CHaH b-) ; 5.25-5.46 (m, 8H, 
-CH 2 -CH=CH-CH 2 -CH=CH-CH 2 -). 

SM : M+23 = 639 (M+Na + ) ; M+39 = 655 (M+K + ) ; (M+H non detectee) 

EXEMPLE 3c : Preparation du 1.3-distearylglycerol 

20 Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 3a) 
a partir du glycerol et de I'acide stearique. Le produit est obtenu sous forme 
d'une poudre blanche (rendement 21 %). 
Rf (CH 2 CI 2 ) : 0.30 
I R: vCO ester 1735 et 1716 cm' 1 

25 RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.83-0.91 (t, 6H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.27 (massif, 56H, -CH2-) 
; 1.59-1.66 (quint, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.4Hz) ; 2.33-2.38 (t, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, 
J=7.5 Hz) ; 2.45-2.47 (d, 1H, OH (echangeable), J=4.3Hz) ; 4.08-4.23 (massif, 
5H. -CHaHb-CH-CHaHb-). 
SM : M+23 = 647 (M+Na + ) ; (M+H non detectee) 



WO 03/014073 



38 



PCT/FR02/02831 



EXEMPLE 3d : Preparation du 1,3-diolevlqlvcerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 3a) 
a partirdu glycerol et de I'acide oleique.Le produit est obtenu sous forme d'huile 
incolore (rendement 1 5%). 
5 Rf (CH 2 CI 2 ) : 0.23 

IR:vCO ester 1 743 et 1 720 cm" 1 

RMN ('H, CDCI3) : 0.89 (t, 6H, -CH 3 , J = 7.2 Hz) ; 1.30 (massif, 40H, -CH 2 -) ; 
1.64 (quint, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.4Hz) ; 2.02 (massif, 8H, -CH 2 -CH=CH-CH 2 -) ;■ 
2.36 (t, 4H, OCOCH2-CH2-, J=7.2 Hz) ; 2.45 (d, 1 H, OH (echangeable), J=4.2Hz) ; 
10 4.18 (massif, 5H, -CHaHb-CH-CHaHb-) ; 5.35 (m, 4H, -CH 2 -CH=CH-CH 2 -). 
SM : M+23 = 643 (M+Na*) ; (M+H non detectee) 

EXEMPLE 3e : Preparation du 1,3-ditetradecanoylglycerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 3a) 
15 a partir du glycerol et de I'acide tetradecanoTque.Le produit est obtenu sous 
forme d'une poudre blanche (rendement 30%). 
Rf (CH 2 CI 2 ) : 0.30 
IR: vCO ester 1733 et 1707 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 089 (t, 6H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.26 (massif, 40H, -CH 2 -) ; 1.62 
20 (quint, 4H f OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.4Hz) ; 2.36 (t, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.5 Hz) ; 2.45 
(d, 1H, OH (echangeable), J=4.3Hz) ; 4.15 (massif, 5H, -CHaHb-CH-CHaHb-). 

EXEMPLE 3f : Preparation de 1olevl-3-palmitovlglvcerol 

Le palmitate de glycerol (exemple 2b) ( 5.516 g ; 0.017 mol) est dissous dans le 
25 dichloromethane (500 ml) avant d'ajouter la dicyclohexylcarbodiimide (5.165 g ; 
0.025 mol), la dimethylaminopyridine (3.058 g ; 0.025 mol) et I'acide oleique 
(4.714 g ; 0.017 mol). Le melange reactionnel est maintenu sous agitation a 
temperature ambiante pendant 24 heures. Le precipite de dicyclohexyluree est 
filtre, rince au dichloromethane et le filtrat est evapore sous vide. Le r6sidu 
30 obtenu est purifie par chromatographie sur gel de silice (eluant CH 2 CI 2 ) et 
permet d'obtenir le compose souhaite sous forme de solide blanc (rendement : 
23%). 
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Rf (CH 2 CI 2 ) : 0.24 
F : 30°C 

IR: vCO ester 1 731 et 1 71 0 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 087 (t, 6H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.26 (massif, 44H, -CH r ) ; 162 
5 (quint, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.4Hz) ; 2.01 (massif, 4H, -CH 2 -CH=CH-CH 2 -) ; 2.36 
(t, 4H, OCOCH2-CH2-, J=7.3 Hz) ; 2.465 (d, 1H, OH (echangeable), J=4.3Hz) ; 

r 

4.17 (massif, 5H, -CHaHb-CH-CHaHb-) ; 5.34 (m, 4H, -CH 2 -CH=CH-CH r ). 
SM : M+23 = 617 (M+Na + ); (M+H non detectee) 

10 EXEMPLE 4 : Preparation de 1,2.3-triacylglycerols 

EXEMPLE 4a : Preparation du 1.2.3-tritetradecvlthioacetylglycerol 

Le glycerol (1 g, 10.86 mmol) est dissous dans le dichloromethane (200 ml) 
avant d'ajouter la dicyclohexylcarbodiimide (7.84 g, 38.01 mmol), la 

15 dimethylaminopyridine (4.64 g, 38.01 mmol) et I'acide tetradecylthioacetique 
(9.40 g, 32.58 mmol). Le melange est laisse sous agitation a temperature 
ambiante. Apres 48 heures de reaction, le precipite de dicyclohexyluree est filtre, 
lave plusieurs fois au dichloromethane et le filtrat est evapore. Le residu obtenu 
est purifie par chromatographie sur gel de silice (CH2Cl2-cyclohexane 4-6). Le 

20 1,2,3-tritetradecylthioacetylglycerol est obtenu sous forme de poudre blanche 
(rendement 65%). 

Rf (CH 2 CI 2 -Cyclohexane 7-3) : 0.47 
F°:57°C 

IR: vCO ester 1738 et 1722 cm" 1 
25 RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.89 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.26 (massif, 66H, -CH 2 -) ; 
1.62 (m, 6H, -CH2-CH2-CH2-S-) ; 2.63 (t, 6H, CH 2 -CH r S-, J = 7.3 Hz) ; 3.23 (s, 
6H, S-CH 2 -COOH) ; 4.27 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et J=6Hz) ; 4.39 
(dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et J=4.3Hz) ; 5.34 (m, 1H, -CHaHb-CH- 
CHaHb-) 

30 SM : M+23 = 925 (M+Na*) ; M+39 = 941 (M+K + ) ; 903 (M+H non detectee) 
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EXEMPLE 4b : Preparation du 1.2.3-tri-(4-dodecvlthio)butanovlglvcerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 4a) 
a partir de I'acide 4-(dodecylthio)butanoi'que (exemple 1 b) et du glycerol. 
Rf (CH 2 ClrCyclohexane 7-3) : 0.43 
5 IR: vCO ester 1738 et 1727 cm 1 

RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 0.84-0.92 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.3 Hz) ; 1.22-1.44 (massif, 54H, - 
CH r ) ; 1.50-1.64 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -S-CH 2 -CH2-CH2-COOH) ; 1.83-1.97 
(massif, 6H, -CH2-S-CH2-CH2-CH2-COOH) ; 2.42-2.59 (massif, 18H, -CHj-CHa- 
CH2-S-CH2-CH2-CH2-COOH ; 4.1 1-4.20 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et 
10 J=5.9Hz) ; 4.29-4.36 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et J=4.5Hz) ; 5.22- 
5.32 (m, 1H, -CHaHb-CH-CHaHb-) 

SM : M+23 = 925 (M+Na + ) ; M+39 = 941 (M+K + ) ; 903 (M+H non detectee) 

EXEMPLE 4c : Preparation du 1.2,3-tri-f6-decvlthio)hexanovlglvcerol 

15 Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 4a) 
a partir de I'acide 6-(decylthio)hexanoTque (exemple 1c) et du glycerol. 
Rf (CH 2 CI 2 -Cyclohexane 7-3) : 0.43 
I R: vCO ester 1730 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.85-0.92 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.21-1.50 (massif, 48H, - 
20 CH 2 -) ; 1.51-1.72 (massif, 18H, -CH2-CH2-S-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH) ; 
2.28-2.40 (massif, 6H, -CH2-S-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH) ; 2.45-2.57 (massif, 
12H, -CH2-S-CH2-) ; 4.10-4.20 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et 
J=6Hz); 4.25-4.38 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et J=4.3Hz); 5.22- 
5.32 (m, 1H, -CHaHb-CH-CHaHb-) 
25 SM : M+23 = 925 (M+Na*) ; M+39 = 941 (M+K + ) ; 903 (M+H non detectee) 

EXEMPLE 4d : Preparation du 1.2,3-tritetradecylsulfoxvacetvlglycerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 4a) 
a partir de I'acide tetradecylsulfoxyacetique (exemple 1e) et du glycerol. 
30 Rf (CH 2 CI 2 -Cyclohexane 7-3) : 0.33 
IR:vCO ester 1730 cm" 1 
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RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.84-0.92 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.7 Hz) ; 1.22-1.39 (massif, 66H, - 
CH 2 -) ; 1.40-1.54 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -SO-) ; 2.82-2.89 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 - 
SO-CH2-COO-) ; 3.68 (s, 6H, -CH 2 -SO-CH 2 -COOH) ; 4.20-4.30 (massif, 5H, -CH 2 - 
CH-CH2-). 

5 SM : M+1 = 951 ; M+23 = 974 (M+Na + ) ; M+39 = 990 (M+K + ) 

EXEMPLE 4e : Preparation du 1,2.3-tri-(tetradecvlsulfonvl)acetvlglvcerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 4a) 
a partir de I'acide tetradecylsulfonylacetique (exemple 1g) et du glycerol. 
10 Rf (CH 2 CI 2 -Cyclohexane 7-3) : 0.50 

IR: vCO ester 1741 cm" 1 1 

RMN ( 1 H, CDCb) : 0.84-0.92 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.7 Hz) ; 1.22-1.38 (massif, 60H, - 
CH2-) ; 1.39-1.48 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -S0 2 -) ; 1.81-1.94 (massif, 6H, - 
CH 2 -CH 2 -S0 2 -) ; 3.21-3.30 (t, 6H, -CH 2 -CH 2 -S0 2 -CH 2 -COOH, J=8Hz) ; 3.95 (s, 
15 6H, -CH 2 -S0 2 -CH 2 -COOH) ; 4.23-4.33 (massif, 5H, -CH 2 -CH-CH r ). 

EXEMPLE 4f : Preparation du 1 .2.3-tri-tetradecvlselenoacetvlqlycerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 4a) 
a partir de I'acide tetradecylselenoacetique (exemple 1d) et du glycerol. 
20 Rf (CH 2 Cl2-Cyclohexane 7-3) : 0.74 
IR: vCO ester 1737 et 1721 cm 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.85-0.92 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.2 Hz) ; 1.23-1.46 (massif, 66H, - 
CH 2 -) ; 1.62-1.76 (massif, 6H, -CH r CH2-CH 2 -Se-) ; 2.72-2.79 (t, 6H, CHz-CHr- 
Se-, J=7.4Hz) ; 3.15 (s, 6H, Se-CH r COOH) ; 4.13-4.23 (massif, 5H, -CH 2 -CH- 
25 CH 2 -). 

EXEMPLE 4g : Preparation du 1.3-dipalmitoyl-2-tetradecvlthioacetvlg.lvcerol 

Le 1 ,3-dipalmitoylglycerol (5.64 g ; 9.9 mmol ; 1eq), I'acide tetradecylthioacetique 
(5.74 g ; 19.8 mmol ; 2eq), la dicyclohexylcarbodiimide (4.1 g ; 19.8 mmol ; 2eq) 
30 et la dimethylaminopyridine (2.42 g ; 19.8 mmol ; 2eq) sont mis en solution dans 
le dichloromethane. Le melange reactionnel est laisse sous agitation a 
temperature ambiante pendant 3 jours. La dicyclohexyluree formee est filtree et 
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lavee plusieurs fois au dichloromethane. Le filtrat est porte a sec. Le produit 
residuel est purifie par chromatographie sur gel de silice (eluant: 
dichloromethane/cyclohexane 4/6) (rendement : 80%). 
Rf (CH 2 CI 2 -Cyclohexane 7-3) : 0.32 
5 F°: 60-62°C 

I R: vCO ester 1 744 et 1 730 cm' 1 

RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 0.86-0.91 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.6 Hz) ; 1.10-1.45 (massif, 70H, - 
CH 2 -) ; 1.57-1.64 (massif, 6H, -CH r CH2-CH 2 -S- et OCOCH 2 -CH 2 ) ; 2.30-2.35 (t, 
4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.4 Hz) ; 2.60-2.66 (t, 2H, CH 2 -CH 2 -S-, J = 7.4 Hz) ; 3.23 
10 (s, 2H, S-CHrCOOH) ; 4.14-4.21 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et 
J=5.8Hz); 4.30-4.36 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et J=4Hz); 5.26- 
5.33 (m, 1 H, -CHaHb-CH-CHaHb-) 

SM : M+23 = 861 (M+Na + ) ; M+39 = 877 (M+K + ) ; (M+H non detectee) 

15 EXEMPLE 4h : Preparation du 1.3-dilinolevl-2-tetradecvlthioacetvlglvcerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 4g) 
a partirdu 1,3-dilinoleylglycerol (exemple 3b) et de I'acide tetradecylthioacetique 
(exemple 1a). Le produit est obtenu sous forme d'huile visqueuse incolore 
(rendement : 56%). 
20 Rf (CH 2 CI 2 -Cyclohexane 7-3) : 0.32 
IR:vCO ester 1745cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.82-0.93 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.6 Hz) ; 1 .15-1 .45 (massif, 50H, - 
CH r ) ; 1.52-1.70 (massif, 6H, -CH r CH 2 -CH 2 -S- et OCOCH 2 -CH 2 ) ; 1.93-2.14 
(massif, 8H, -CH 2 -CH=CH-CH2-) ; 2.28-2.37 (t, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.5 Hz) ; 
25 2.59-2.67 (t, 2H, CH^CHrS-, J = 7.4 Hz) ; 2.70-2.83 (t, 4H, -CH 2 -CH=CH-CH 2 - 
CH=CH-CH r ) ; 3.22 (s, 2H, S-CH 2 -COOH) ; 4.12-4.23 (dd, 2H, -CHaHb-CH- 
CHaHb-, J=12Hz et J=6.2Hz) ; 4.28-4.37 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz 
et J=4Hz) ; 5.24-5.45 (m, 1 H, -CHaHb-CH-CHaHb-) 
SM : M+23 = 909 (M+Na + ) ; M+39 = 925 (M+K + ) ; (M+H non detectee) 

30 
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EXEMPLE 4i : Preparation du 1.3-disteravl-2-tetradecvlthioacetvlqlvcerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 4g) 
a partirdu 1,3-disteraylglycerol (compose 3c) et de I'acide tetradecylthioacetique 
(compose 1a). 
5 rendement41% 
Rf (CH 2 CI 2 ) : 0.32 
IR: vCO ester 1744 et 1731 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.86-0.91 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.6 Hz) ; 1.10-1.45 (massif, 78H, - 
CHr) ; 1.57-1.64 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -S- et OCOCH 2 -CH 2 ) ; 2.29-2.35 (t, 
10 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.4 Hz) ; 2.60-2.66 (t, 2H, CH 2 -CH2-S-, J = 7.4 Hz) ; 3.23 
(s, 2H, S-CH2-COOH) ; 4.14-4.21 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et 
J=5.8Hz); 4.30-4.36 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et J=4Hz); 5.26- 
5.32 (m, 1H, -CHaHb-CH-CHaHb-) 

15 EXEMPLE 4i : Preparation du 1.3-olevl-2-tetradecylthioacetvlglvcerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 4g) 
a partir du 1 ,3-dioleylglycerol (compose 3d) et de I'acide tetradecylthioacetique 
(compose 1a). 

Le produit est obtenu sous forme d'huile visqueuse incolore (rendement : 32%) 
20 Rf (CH 2 CI 2 -Cyclohexane 7-3) : 0.50 
IR:vCO ester 1746cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.89 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.4 Hz) ; 1.31 (massif, 62H, -CH 2 -) ; 
1.60 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -S- et OCOCH 2 -CH 2 ) ; 2.02 (massif, 8H, -CH r 
CH=CH-CH2-) ; 2.33 (t, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.3 Hz) ; 2.63 (t, 2H, CH 2 -CH 2 -S-, 
25 J=7.7 Hz) ; 3.23 (s, 2H, S-CH 2 -COOH) ; 4.18 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, 
J=12.4Hz et J=6.4Hz); 4.33 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12.4Hz et 
J=4.5Hz) ; 5.33 (massif, 1 H, -CHaHb-CH-CHaHb- et -CH 2 -CH=CH-CH2-) 
SM : M+23 = 913 (M+Na + ) ; M+39 = 929 (M+K + ) ; (M+H non detectee) 
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EXEMPLE 4k: Preparation du 1,3-ditetradecanoyl-2- 
tetradecvlthioacetvlqlvcerol 

Ce compose est obtenu selon la procedure precedemment decrite (exemple 4g) 
a partir du 1,3-ditetradecanoylglycerol (compose 3e) et de I'acide 
5 tetradecylthioacetique (compose 1a). (rendement : 28%). 
Rf (CH 2 CI 2 -Cyclohexane 7-3) : 0.30 

r 

F°: 60-62°C 

IR: vCO ester 1 744 et 1 730 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 0.87 (t, 9H, -CH 3 , J = 7.2 Hz) ; 1.27 (massif, 62H, -CH r ) ; 
10 1 .60 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -S- et OCOCH 2 -CH 2 ) ; 2.33 (t, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, 
J=7.7 Hz) ; 2.63 (t, 2H, CH 2 -CH r S-, J = 7.2 Hz) ; 3.23 (s, 2H, S-CH 2 -COOH) ; 
4.18 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et J=5.8Hz) ; 4.33 (dd, 2H, -CHaHb- 
CH-CHaHb-, J=1 1 .5Hz et J=5.8Hz) ; 5.30 (m, 1 H, -CHaHb-CH-CHaHb-). 
SM : M+23 = 805 (M+Na + ) ; (M+H non detectee) 

15 

EXEMPLE 41 : Preparation du 1-palmitoyl-2.3-ditetradecvlthioacetvlqlvcerol 

Le 1-palmitate de glycerol (4.804 g ; 0.014 mol) est dissous dans le 
dichloromethane (300 ml) avant d'ajouter la dicyclohexylcarbodiimide (7.498 g ; 
0.036 mol), la dimethylaminopyridine (4.439 g ; 0.036 mol) et I'acide 

20 tetradecylthioacetique (8.386 g ; 0.029 mol). Le melange reactionnel est place 
sous agitation a temperature ambiante pendant 48 heures. Le precipite de 
dicyclohexyluree est filtre, lave au dichloromethane. Le filtrat est porte a sec. Le 
residu obtenu est purifie par chromatographie sur gel de silice (eluant 
dichloromethane-cyclohexane 4-6) et donne le compose souhaite sous forme de 

25 poudre blanche (rendement 42%). 
Rf (CH 2 Cl r Cyclohexane 7-3) : 0.31 
F : 57-59°C 

IR: vCO ester 1736 et 1722 cm 1 

r 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.89 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.6 Hz) ; 1.27 (massif, 68H, -CH 2 -) ; 
30 1 .60 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -CH2-S- et OCOCH 2 -CH 2 ) ; 2.33 (t, 2H, OCOCH 2 -CH 2 -, 
J=7 Hz) ; 2.63 (t, 4H, CH 2 -CH 2 -S-, J = 8.9 Hz) ; 3.23 (s, 4H, S-CH 2 -COOH) ; 4.23 
(m, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-) ; 4.37 (m, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb) ; 5. 31 (m, 1H, 
-CHaHb-CH-CHaHb-) 
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SM : M+23 = 893 (M+Na + ) ; M+39 = 909 (M+K + ) ; (M+H non detectee) 

EXEMPLE 4m : Preparation du 1 -oleyl-3-palmitovl-2- 

tetradecvlthioacetvlqlvcerol 

5 Le 3-oleyl-1-palmitoylglycerol (2 g ; 0.003 mol) est dissous dans le 
dichloromethane (150 ml) avant d'ajouter la dicyclohexylcarbodiimide (1.040 g ; 
0.005 mol), la dimethylaminopyridine (0.616 g ; 0.005 mol) et I'acide 
tetradecylthioacetique (1.455 g ; 0.005 mol). Le melange est laisse sous 
agitation a temperature ambiante pendant 24 heures, Le precipite de 

10 dicyclohexyluree est filtre, rince au dichloromethane et le filtrat est concentre. Le 
residu obtenu est purifie par chromatographie sur gel de silice (eluant CH2CI2- 
cyclohexane 4-6) et permet d'obtenir le compose souhaite sous forme d'huile 
(rendement 49%). 

Rf (CH 2 ClrCyclohexane 7-3) : 0.45 
15 F<4°C 

IR:vCO ester 1742cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCb) : 0.89 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.5 Hz) ; 1.26 (massif, 66H, -CH 2 -) ; 
1.60 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -CH r S- et OCOCH 2 -CH 2 ) ; 2.03 (massif, 4H, -CH r 
CH=CH-CH 2 -) ; 2.33 (t, 4H, OCOCH 2 -CH 2 -, J=7.4 Hz) ; 2.63 (t, 2H, CH 2 -CH 2 -S-. J 
20 = 7.4 Hz) ; 3.23 (s, 2H, S-CH 2 -COOH) ; 4.18 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, 
J=12.2Hz et J=6.1Hz); 4.33 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12.2Hz et 
J=4.4Hz) ; 5.32 (massif, 3H, -CHaHb-CH-CHaHb- et -CH 2 -CH=CH-CH 2 -) 
SM : M+23 = 887 (M+Na*) ; M+39 = 903 (M+K + ) ; (M+H non detectee) 

25 EXEMPLE 4n : Preparation du 1,3-dipalmitovl-2-docosvlthioacetvlglycerol 

Le produit est prepare selon la procedure decrite (exemple 4g) a partir du 1,3- 
dipalmitoylglycerol (exemple 3a) et de I'acide docosylthioacetique (exemple 1 i). 
Rendement : 77% 
Rf (CH 2 CI 2 -Cyclohexane 7-3) : 0.32 
30 IR:vCO ester 1 745 et 1 730 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCI3) : 0.86-0.91 (t, 9H, -CH 3 , J = 6.6 Hz) ; 1.10-1.45 (massif, 86H, - 
CH 2 -) ; 1.57-1.64 (massif. 6H, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -S- et OCOCH 2 -CH 2 ) ; 2.29-2.34 (t, 
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4H, OCOCH2-CH2-, J=7.5 Hz) ; 2.60-2.66 (t, 2H, CH2-CH2-S-, J = 7.4 Hz) ; 3.23 
(s, 2H, S-CH 2 -COOH) ; 4.13-4.22 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et 
J=5.8Hz) ; 4.30-4.36 (dd, 2H, -CHaHb-CH-CHaHb-, J=12Hz et J=4Hz) ; 5.27- 
5.34 (m, 1H, -CHaHb-CH-CHaHb-) 

5 

EXEMPLE 5 : Preparation des derives 2-aminoglycerol 

EXEMPLE 5a : Preparation du 2-tetradecylthioacetamidopropane-1.3-diol 

L'acide tetradecylthioacetique (2.878 g; 0.010 mol) et le 2-amino-1 ,3- 
10 propanediol (1 g; 0.011 mol) sont places dans un ballon et chauffes 190°C 
pendant 1 heure. Apres refroidissement a temperature ambiante, le milieu est 
repris par du chloroforme et lave a I'eau. La phase organique est sechee sur 
MgS04, filtree puis evaporee pour foumir un residu solide ocre. Ce residu est 
place sous agitation dans Tether diethylique pendant 12 heures. Le produit est 
15 isole par filtration et fournit une poudre blanche (rendement : 6%). 
Rf (CH 2 Cl r methanol 9-1 ) : 0.60 
F° : 95-97°C 

IR: vCO amide 1640 cm" 1 

RMN ( 1 H, CDCb) : 0.84-0.93 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.4 Hz) ; 1.21-1.45 (massif, 22H, - 
20 CH 2 -) ; 1.54-1.72 (m, 2H. -CH 2 -CH 2 -CH 2 -S-) ; 2.52-2.59 (t, 2H, CH 2 -CH 2 -S-, J = 
7.1 Hz) ; 2.63 (si, 2H, OH) ; 3.27 (s, 2H, S-CH 2 -COOH) ; 3.77-3.96 (massif, 4H, - 
CH 2 -CH-CH 2 -) ; 3.97-4.04 (m, 1H, - CH2-CH-CH2-) ; 7.55 (d, 1H, -CONH-, 
J=6.7Hz). 

SM : M+1 =362 ; M+23 = 384 (M+Na + ) ; M+39 = 400 (M+K + ) 

25 

EXEMPLE 5b : Preparation du 2-tetradecylthioacetamido-1.3- 
ditetradecvlthioacetvloxypropane 

Le 2-tetradecylthioacetamidopropan-1,3-diol (1 g ; 2.77 mmol) (exemple 5a) est 
dissous dans le dichloromethane (180 ml) puis la dicyclohexycarbodiimide 
30 (1.427 g ; 6.91 mmol), la dimethylaminopyridine (0.845 g ; 6.91 mmol) et l'acide 
tetradecylthioacetique (1.995 g ; 6.91 mmol) (exemple 1a) sont ajoutes dans cet 
ordre. Le melange reactionnel est laisse sous agitation a temperature ambiante 



WO 03/014073 



PCT/FR02/02831 

47 



pendant 48 heures. Le precipite de dicyclohexyluree est filtre et lave par du 
dichloromethane et le filtrat est concentre. Le residu obtenu est purifie par 
chromatographie sur gel de silice (eluant dichloromethane-cyclohexane 7-3). Le 
compose souhaite est obtenu sous forme de poudre blanche (rendement : 66%). 
5 Rf (CH 2 CI 2 10):0.18 
F° : 82-84°C 

IR: vCO ester 1715 et 1730 cm" 1 ; vCO amide 1648 cm" 1 
RMN ( 1 H, CDCI 3 ) : 0.84-0.95 (t, 3H, -CH 3 , J = 6.6 Hz) ; 1.221-1.45 (massif, 66H, - 
CH2-) ; 1.54-1.69 (massif, 6H, -CH 2 -CH 2 -CH 2 -S-) ; 2.48-2.55 (t, 2H, CHrCHa-S- 
10 CH 2 -CONH-, J = 7.5 Hz) ; 2.59-2.70 (t, 4H, CH 2 -CH 2 -S-CH 2 -COO-, J = 7.2 Hz) ; 
3.24 (s, 6H, S-CH 2 -CO-) ; 4.18-4.35 (massif, 4H, -CH2-CH-CH 2 -) ; 4.47-4.60 (m, 
1H, - CH 2 -CH-CH r ) ; 7.23 (d, 1H, -CONH-, J=8.5Hz). 
SM : M+23 = 924 (M+Na + ) ; (M+1 non detectee) 

15 EXEMPLE 6 : Methode de solubilisation des triacvlglvcerols selon 
invention. 



Les composes selon invention decrits dans les exemples 2 a 5 peuvent etre 
solubilises comme decrit pour I'exemple 4a. 
20 Cette solubilisation est utile pour conduire les experiences in vitro. 

Une emulsion comprenant de I'exemple 4a et de la phosphatidylcholine (PC) est 
preparee selon le protocole de Spooner et al (Spooner et al JBC, 1988, vol 263, 
pp 1444-1453). L'exemple 4a est melange a la PC selon un rapport 4:1 (w/w) 

25 dans du chloroforme, la mixture est sechee sous azote, puis evaporee toute la 
nuit sous vide, la poudre qui en resulte est reprise par 0,16 M de KCI contenant 
0,01 M d'EDTA puis les particules lipidiques sont dispersees par ultra-sons 
pendant 30 minutes a 37°C. Les liposomes formes sont ensuite separes par 
ultracentrifugation (ultracentrifugeuse XL 80, Beckman Coulter, Villepinte, 

30 France) a 25000 tr/m pendant 45 minutes pour recuperer les liposomes dont la 
taille est superieure a 100 nm et se rapproche de celle des chylomicrons. Des 
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liposomes constitu6s uniquement de PC sont prepares en parallele pour servir 
de temoin negatif. 

La composition des liposomes en exemple 4a est estimee en utilisant le kit de 
dosage enzymocolorimetrique des triglycerides. Le dosage est effectu6 contre 

5 une gamme standard, preparee grace au calibrateur des lipides CFAS Ret N° 
759350 (Boehringer Mannheim GmbH, Allemagne). La gamme standard a ete 
construite de 16 a 500 pg/ml. 100 pi de chaque dilution d'6chantillon ou de 
gamme etalon sont deposes par puits d'urie plaque de titration (96 puits). 
Ensuite 200 pi de reactifs triglycerides R§f. 701912 (Boehringer Mannheim 

10 GmbH, Allemagne) sont rajoutes dans chaque puits, et I'ensemble de la plaque 
est incubee pendant 30 min. a 37°C. La lecture des Densites Optiques (DO) est 
effectuee a 492 nm sur le spectrophotometre. Les concentrations en triglycerides 
de chaque echantillon sont calculees apres construction de la courbe etalon 
selon une fonction lin^aire y=ax+b, ou y represente les DO et x les 

15 concentrations en triglycerides. 

Les liposomes de I'exemple 4a, ainsi prepares, peuvent etre utilises dans les 
experiences in vitro. 

20 EXEMPLE 7 : Evaluation de 1'activation des PPARs in vitro 

Les composes selon Tinvention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

25 Les recepteurs nucleaires membres de la sous-famille des PPARs qui sont 
actives par deux classes majeures de drogues, les ftbrates et les glitazones, 
abondamment utilisees en clinique humaine pour le traitement des dislipidemies 
et du diabete, jouent un role important dans I'homeostasie lipidique et glucidique. 
Particulierement, le r6cepteur PPARa module, entre autres, I'expression des 

30 genes codant pour les apolipoproteines impliquees dans le transport de lipides et 
I'expression des genes ACO d'une part et CPT-I et CPT-II d'autre part, impliques 
respectivement dans la P-oxydation peroxysomale et mitochondriale. Les 
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exemples suivant montrent que les composes selon ('invention activent PPARa 
et PPARy in vitro. 

L'activation des PPARs est 6valuee in vitro dans des hepatocytes de rat en 
5 culture primaire par la mesure de I'expression de genes cibles des PPARs et par 
la mesure de Tactivite transcriptionnelle de chimeres constitutes du domaine de 
liaison a I'ADN du facteur de transcription Gal4 de levure et du domaine de 
liaison du ligand des differents PPARs. Ces derniers r§sultats sont ensuite 
confirmes dans des lignees cellulaires suivant les protocoles suivants. 

10 

1) Hepatocytes en culture primaire 
a. Protocole de culture 

Les hepatocytes de rats sont isoles par perfusion de foies de rat Wistar OFA 

15 males (Charles River, L'Arbresle, France) dont le poids corporel est compris 
entre 175 et 225 g a I'aide d'un melange de collagenase et de thermolysin 
(Blendzyme 3, Roche, Bale, Suisse). Le foie de rats anesthesies au pentobarbital 
est perfuse via la veine porte, d'abord par 100 ml d'un tampon de lavage (Liver 
perfusion medium, Gibco, Paisley, UK) et ensuite par 200 ml du milieu de 

20 digestion suivant : HBSS depourvu de CaCI 2 et MgS0 4 (Sigma, S* Louis, Ml, 
USA) supplements de 10 mM Hepes, pH 7,6 , de 4 mM CaCI 2 et de 7 mg de 
Blendzyme 3 suivant une modification du protocole decrit precedemment (Raspe 
et al. J. Lipid Res. 40, 2099-2110, 1999). Lorsque la viabilite des cellules 
determinee par test au Bleu Trypan (Sigma, St Louis, Ml, USA) excede 80%, les 

25 hepatocytes sont Stales dans des boites de culture a 24 puits a raison de 
7,5x1 0 4 cellules/cm 2 pour les experiences de transfection ou dans des boites de 
culture a 6 puits a raison de 10 5 cellules/cm 2 pour les experiences de 
quantification des ARN messagers. Les cellules sont ensemencees et incubees 
pendant 4 heures dans un milieu de culture Williams E supplements de 100 U/ml 

30 penicillin (Gibco, Paisley, UK), 2 mM L-Glutamine (Gibco, Paisley, UK), 2 % 
vol/vol UltroSER SF (Biosepra, Cergy St-Christophe, France), 0,2% masse/vol 
albumine serique bovine (Sigma, St Louis, Ml, USA), 1 pM Dexamethasone 
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(Sigma, St Louis, Ml, USA) et 100 nM T3 (Sigma, St Louis, Ml, USA). 
L'experience est ensuite poursuivie dans le meme milieu de culture d6pourvu 
d'Ultroser. Les composes testes sont ajoutes a la concentration indiqu6e 
directement dans le milieu de culture. 

5 

b. Protocole de transfection 

Les hepatocytes de rats qui ont ete isoles et mis en culture comme decrit ci- 
dessus sont transfectes dans le milieu de culture depourvu d'Ultroser pendant 

10 une nuit avec le plasmide rapporteur pG5TkpGL3 (10 ng/puit), les vecteurs 
. depression pGal4-<|>, pGaW-mPPARa, pGal4-hPPARa, pGaI4-hPPARy, pGal4- 
hPPARS (10 ng/puit) et le vecteur de controle de I'efficacite de transfection pRL- 
Null (1 ng/puit) (Promega Madison, Wl, USA) a I'aide de lipofectine (Gibco, 
Paisley, UK) ou d'Effecten (QIAGEN, Courtaboeuf, France) suivant le protocole 

15 decrit par le fournisseur. Apres transfection, les cellules sont traitees et incubees 
pendant 36 heures comme decrit precedemment (Raspe et al. J. Lipid Res. 40, 
2099-2110, 1999). A Tissue de Texperience, les cellules sont lysees et les 
activites luciferase sont determinees a Taide du kit de dosage Dual-Lucif erase™ 
Reporter Assay System (Promega, Madison, Wl, USA) selon la notice du 

20 fournisseur comme decrit precedemment (Raspe et al. J. Lipid Res. 40, 2099- 
2110, 1999). Le contenu en proteine des extraits cellulaires est ensuite evalue a 
I'aide du kit de dosage Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Munchen, Allemagne) 
selon la notice du fournisseur. 

25 c Description des plasmides utilises 

Le plasmides pG5TkpGL3, pGal4-hPPARa, pGal4-hPPARy et pGal4-<|> ont ete 
decrits precedemment (Raspe et al. J. Lipid Res. 40, 2099-2110, 1999). Les 
constructions pGal4-mPPARa et pGal4-hPPAR5 ont ete obtenues par clonage 
30 dans le vecteur pGal4-<|> de fragments d'ADN amplifies par PGR correspondants 
au domaines DEF des recepteurs nucleaires PPARgt de souris et PPAR5 
humain. 
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d. Mesure des ARN messagers 

Les ARN messagers ont ete extraits d'hepatocytes de rat en culture prirnaire a 
5 I'aide du reactif Tri-Reagent (Sigma, St Louis, Ml, USA) suivant les instructions 
du fournisseur, doses par spectrophotometrie et quantifies par RT-PCR semi- 
quantitative ou quantitative a I'aide du kit Light Cycler Fast Start DNA Master 
Sybr Green I kit (Hoffman-La Roche, Basel, Suisse) sur un appareil Light Cycler 
System (Hoffman-La Roche, Basel, Suisse). Des paires d'amorces specifiques 
10 des genes ACO et Apo All, cibles de PPARa ont ete utilisees comme sondes. 
Des paires d'amorces specifiques des genes 36B4, p-actine et GAPDH ont ete 
utilisees comme sondes temoins (Cf. tableau I ci-dessous). 
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Tableau I ; 



nom sequence 


PCR semi 
quantitative 


PCR quantitative 


gene 


Tm 


nbr 
cycle 


Tm 


nbr cycle 
sortie 


ApoAI_r_l_s 741 


GCCTGAATCTCCTGG 
ACAACTG 


58°C 


25 


58°C 


18 £ 20 


Apo Al 


ApoAI_r_l_as 742 


ATGCCTTTGCATCTC 
CTTCG 


ApoB__r_l_s 743 


ATACAGCCTGAGTGA 
GCCTCTTCAG 


55°C 


30 


X 


X 


Apo B 


ApoB_r_l_as 744 


CCAGGGAGTTGGAGA 
CCGTG 


GAPDH h 1 s 390 


GACATCAAGAAGGTG 
GTGAA 


55°C 


25 


55°C 


20 
(variable) 


GAPDH 


GAPDH_h_l_as 389 


CCACATACCAGGAAA 
TGAGC 


beta-actine h 1 s 189 


TTCAACTCCATCATG 
AAGTGTGAC 


55 0 C 


25 


55°C 


variable 


p actine 


beta-actine_h_l_as 188 


TCGTCATACTCCTTG 
CTTGCTGATCC 


CPTl_r_l_s517 


GCTGGCTTATCGTGG 
TGGTG 


60°C 


25 


60°C 


20 a 25 


CPT-I 


CPT1 r 1 as 516 


GACCTGAGAGGACCT 
TGACC 


36B4 h 1 s 177 


CATGCTCAACATCTC 
CCCCTTCTCG 


X 


X 


55°C 


23 


36B4 


36B4 h 1 as 178 


GGGAAGGTGTAATCC 
GTCTCCACAG 


ACOX1 r 1 as 457 


CGCATCCATTTCTCC 
TGCTG 


60°C 


25 


60°C 


18 a 24 


AGO 


ACOXl_rJ_s 458 


TTCTGTCGCCACCTC 
CTCTG 


ApoCIII_r_l_s 797 


ATGCAGCCCCGAATG 
CTCCTCATCGTGG 


55°C 


30 


55°C 


28 a 30 


Apo cm 


ApoCIII_r_l_as 798 


TCACGGCTCAAGAGT 
TGGTGTTAC 


CPT2 r 1 s 725 


CAGAAGCCTCTCTTG 
GATGACAG 


55°C 


25 


X 


X 


CPT-I! 


CPT2 r 1 as 726 


TTGGTTGCCCTGGTA 
AGCTG 


ABCA1 h 2 s 


CTGAGGTTGCTGCTG 
TGGAAG 


65°C 


21 


X 


X 


ABCA1 


ABCA1 h 2 as 


CATCTGAGAACAGGC 
GAGCC 



WO 03/014073 



53 



PCT/FR02/02831 



2) Lign6es cellulaires 

a. Protocoles de culture 

5 

Les cellules HepG2 et RK13 proviennent de I' ECACC (Porton Down, UK) et sont 
cultivees dans du milieu DMEM supplements de 10% vol/vol serum de veau 
foetal, 100 U/ml penicillin (Gibco, Paisley, UK) et 2 mM L-Glutamine (Gibco, 
Paisley, UK). Le milieu de culture est change tous les deux jours. Les cellules 
10 sont conservees a 37°C dans une atmosphere humide contenant 5% CO2 et 
95%d'air. 

b. Transfection 

15 Les cellules HepG2 et RK13 ensemencees dans des boites de culture 24 puits a 
raison de 10 5 cellules/puits pour les HepG2 et 5x1 0 4 cellules/puit pour les 
cellules RK13 sont transferees pendant 2 heures avec le plasmide rapporteur 
pG5TkpGL3 (10 ng/puit), les vecteurs depression pGal4-<|>, pGal4-mPPARa, 
pGal4-hPPARa, pGal4-hPPARy, pGal4-hPPAR5 (10 ng/puit) et le vecteur de 

20 controle de I'efficacite de transfection pRL-null (Promega Madison, Wl, USA) (20 
ng/puit) suivant le protocole decrit precedemment (Raspe et al. J. Lipid Res. 40, 
2099-2110, 1999) et incubees pendant 36 heures avec les composes testes. A 
Tissue de I'exp^rience, les cellules sont lysees (Gibco, Paisley, UK) et les 
activites luciferase sont determinees a I'aide du kit de dosage Dual-Luciferase™ 

25 Reporter Assay System (Promega, Madison, Wl, USA) selon la notice du 
fournisseur comme decrit precedemment (Raspe et al. J. Lipid Res. 40, 2099- 
21 10, 1999). Le contenu en proteine des extraits cellulaires est ensuite evalue a 
I'aide du kit de dosage Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Munchen, Allemagne) 
selon la notice du fournisseur. 



WO 03/014073 



PCTYFR02/02831 

54 



Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 1 1 et montrent que les 
composes testes sont capables cTactiver tres fortement le recepteur nucleaire 
PPARa. 

5 EXEMPLE 8 : Evaluation des effets sur le metabolisme lipidique in vivo 

Les composes selon Tinvention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

10 Les fibrates, abondamment utilises en clinique humaine pour le traitement des 
dislipidemies impliquees dans le developpement de I'atherosclerose, une des 
principales cause de mortalite et de morbidite dans les societes occidentals, 
sont de puissants activateurs du recepteur nucleaire PPARa. Celui-ci regule 
I'expression de genes impliques dans le transport (apolipoproteine telles que Apo 

15 Al, ApoAII et ApoC-lll, transporteurs membranaires tels que FAT) ou le 
catabolisme des lipides (ACO, CPT-I ou CPT-II). Un traitement par les 
activateurs de PPARa se traduit done chez le rongeur par une diminution des 
taux circulants de cholesterol et de triglycerides. 

20 Les protocoles suivant permettent de mettre en evidence une baisse du taux de 
triglycerides et du taux de cholesterol circulant, ainsi que Tinteret des composes 
selon invention dans le cadre de la prevention et/ou du traitement des maladies 
cardio-vasculaires. 

25 1 ) Traitement des animaux 

Des rats Sprague-Dawley ou Wistar de 200 a 230 g (Charles River, L'Arbresle, 
France) sont maintenus sous un cycle lumiere/obscurite de 12 heures a une 
temperature constante de 20 ± 3°C. Aprds une acclimatation d'une semaine, les 
30 rats sont peses et rassembl6s par groupes de 8 animaux selectionnes de telle 
sorte que la distribution de taux plasmatiques de cholesterol et de triglycerides 
soient uniformes. Les composes testes sont suspendus dans la 
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carboxymethylcellulose et administres par gavage intra-gastrique, a raison d'une 
fois par jour pendant 15 jours aux doses indiquees. Les animaux ont un acces 
libre a I'eau et a la nourriture. A Tissue de I'experience les animaux sont peses et 
sacrifies sous anesthesie apres un jeune de 5 heures. Le sang est collecte sur 
5 EDTA. Le plasma est prepare par centrifugation a 3000 tours/minutes pendant 
20 minutes. Des echantillons de foie sont preleves et conserves congeles dans 
I'azote liquide pour analyse ulterieure. 

2) Mesure des lipides et apolipoproteines s6riques 

10 

Les concentrations plasmatiques des lipides (cholesterol total et cholesterol libre, 
triglycerides et phospholipides) sont mesurees par dosage colorimetrique (Bio- 
Merieux, Marcy TEtoile, France) selon les indications du foumisseur. Les 
concentrations plasmatiques des apolipoproteines All, Al et CHI sont mesurees 
15 selon les methodes decrites precedemment (Raspe et al. J. Lipid Res. 40, 2099- 
2110, 1999, Asset G etaL. Lipids, 34,39-44, 1999). 

Pour s6parer les lipoproteines selon leur taille, 300 pL de plasma sont injectes 
sur une colonne Sepharose 6HR 10/30 (Pharmacia, Uppsala, Suede) et elues a 
flux constant (0,2 ml/minute) avec du PBS (pH 7,2). La densite optique de 
20 Teffluent est enregistree a 280 nm. L'effluent est collecte par fraction de 0,3 ml. 
Les concentrations de lipides dans les differentes fractions sont mesurees par 
dosage colorimetrique (Bio-Merieux, Marcy TEtoile, France) selon les indications 
du foumisseur. 

Les resultats obtenus sont presentes dans les figures 2, 3, 4, 9A et 9B. 

25 

3) Analyse des ARNs 

UARN total a ete isole des fragments de foie par extraction a Taide du melange 
thiocyanate de guanidine/phenol acide/chloroforme suivant le protocole decrit 
30 precedemment (Raspe et al. J. Lipid Res. 40, 2099-2110, 1999). Les ARN 
messagers ont ete quantifies par RT-PCR semi-quantitative ou quantitative a 
Taide du kit Light Cycler Fast Start DNA Master Sybr Green I kit (Hoffman-La 
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Roche, Basel, Suisse) sur un appareil Light Cycler System (Hoffman-La Roche, 
Basel, Suisse). Des paires cTamorces specifiques des genes ACO, Apo CIII.Apo 
Al, CPT-I et CPT-II ont 6te utilisees comme sondes. Des paires d'amorces 
specifiques des genes 36B4, p-actine et GAPDH ont 6te utilisees comme sondes 

5 temoins (Cf. tableau I). 

Les resultats obtenus sont presentes dans les figures 5 et 9C. 

EXEMPLE 9 : Evaluation des proprietes antioxvdantes des composes selon 
invention 

10 

Les composes selon I'invention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

L'oxydation des LDL est a la base du processus inflammatoire qui conduit a 
15 I'ath&roscl&rose et aux maladies cardiovasculaires. Les composes qui retardent 
ou inhibent cette oxydation presentent done des effets protecteurs benefiques. 

1. Protection de Poxydation des LDL par le cuivre ou le dihydrochlpride 
d'azobis (2-amidinopropane) (AAPH) : 

20 

L'oxydation des LDL est une modification importante et joue un role 
preponderant dans la mise en place et le developpement de I'atherosclerose 
(Jurgens, Hoff et al. 1987). Le protocole suivant permet la mise en evidence 
des proprietes antioxydantes des composes. Sauf mention differente, les 
25 reactifs proviennent de chez Sigma (St Quentin, France). 

Les LDL sont prepares suivant la methode decrite par Lebeau et al. (Lebeau, 
Furman et al. 2000). 

Les solutions de composes a tester sont preparees pour avoir des 
concentrations finales allant de 1 a 100 pM pour une concentration totale 
30 d'ethanolde1%(v/v). 
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Avant Poxydation, PEDTA est retire de la preparation de LDL par dialyse 
contre du PBS. La cinetique d'oxydation a ensuite lieu a 30°C en ajoutant 20 
pi d'une solution a 16,6 pM de CuS0 4 ou de 2 mM de AAPH a 160 pL de 
LDL (125 pg de proteines/ml) et 20 pi d'une solution du compose & tester. La 
5 formation de dtenes, Pespece 3 observer, se mesure par densite optique a 
234 nm dans les echantillons traites avec les composes mais avec ou sans 
cuivre (ou AAPH). La mesure de la densite optique a 234 nm est realisee 
toutes les 10 minutes pendant 8 heures a Paide d'un spectrophotometre 
thermostate (Kontron Uvikon 930). Les analyses sont realisees en triplicata. 

10 L'activite des composes est exprim6e en pourcentage de decalage de « lag- 
phase » (phase de latence avant le demarrage de Poxydation) comparee a 
celle du controle. Nous considerons que les composes ont une activite 
antioxydante de 100% lorsqu'ils doublent le decalage de la lag-phase de 
Pechantillon temoin. Les inventeurs mettent en evidence que les composes 

15 selon invention,, decrits dans les exemples 2 a 6, retardent Poxydation des 
LDL (induite par le cuivre), ceci indiquant que les composes selon Pinvention 
possedent un caractere antioxydant intrinseque. 

2. Evaluation de la protection conferee par les composes selon I'invention 
20 vis-a-vis de la peroxydation lipidique : 

La mesure de Toxydation des LDL est realisee par la methode des TBARS. 
Selon le meme principe que celui decrit precedemment, les LDL sont oxydes 
avec du CuS0 4 et la peroxydation lipidique est determinee de la maniere 
25 suivante : 

Les TBARS sont mesures a Taide d'une methode spectrophotometrique, 
Thydroperoxydation lipidique est mesuree en utilisant Toxydation p6roxyde- 
lipide dependante de I'iodure en iode . Les resultats sont exprimes en nmol 
de malondialdehyde (MDA) ou en nmol d'hydroperoxyde/mg de proteines. 
30 Les resultats obtenus precedemment, en mesurant I'inhibition de la formation 
de dienes conjuges, sont confirmes par les experiences de mesure de 
peroxydation lipidique des LDL. Les composes selon Invention protegent 
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egalement de maniere efficace les LDL contre la peroxydation lipidique 
induite par le cuivre (agent oxydant). 

L'exemple 9 indique que les composes selon I'invention inhibent la modification 
5 oxydative des LDL. 

EXEMPLE 10 : Evaluation des effets sur ['expression coenzymes impliquees 
dans la p-oxvdation mitochondriale et peroxvsomale 

10 Les composes selon I'invention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

Les acides gras constituent une reserve essentielle d'energie. La p-oxydation 
mitochondriale et peroxysomale des acides gras sont les principales voies de 

IS catabolisme des acides gras responsables de la mobilisation de cette energie. 
Ces deux processus jouent done un role primordial dans le controle des taux 
seriques d'acide gras libres ainsi que dans la regulation de la synthese des 
triglycerides. L'enzyme qui determine la vitesse de la JJ-oxydation peroxysomale 
est I'ACO. La p-oxydation mitochondriale est limitee par le transport des acides 

20 gras au sein de la mitochondrie. Celui-ci depend de I'activite des enzymes CPT-I 
et CPT-II. La regulation de ('expression des enzymes ACO, CPT-I et CPT-II joue 
un role primordial dans le controle de p-oxydation peroxysomale et 
mitochondriale, respectivement. 

25 Les composes selon I'invention induisent I'expression de r AGO, de CPT-I et de 
CPT-II. Cette activite est mise en evidence de la maniere suivante : 

L'ARN isole d'hepatocytes en culture primaire decrits dans Texemple 7 ou de 
fragment de foie preleve sur des rats traites avec les composes testes comme 
30 decrit dans Texemple 8 sont quantifies par RT-PCR semi-quantitative ou 
quantitative comme decrit dans les exemples 7 et 8 a Taide de paires d'amorces 
specifiques des genes ACO, CPT-I et CPT-II. 
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EXEMPLE 11 : Evaluation des capacites d'oxydation des acides qras 

Les composes selon Tinvention testes sont les composes dont la preparation est 
5 decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

Les capacites d'oxydation des acides gras determinent les taux seriques 
d'acides gras libres ainsi que la possibility de synthese des triglycerides. Une 
accumulation d'acide gras libres dans le sang ou de triglycerides en dehors du 
10 tissu adipeux favorisent la resistance a I'insuline. D'autre part, une §l6vation des 
taux plasmatiques de triglycerides est actuellement consid6ree comme un 
facteur de risque de maladies cardiovasculaires. Une augmentation des 
capacites d'oxydation des acides gras presente done un interet therapeutique. 

15 Les composes selon Nnvention activent I'oxydation des acides gras par les 
mitochondries et les peroxysomes. Cette capacity est mise en evidence de la 
maniere suivante : 

On teste les activites CPT-I et CPT-II mitochondrials selon le protocole decrit 
20 par Madsen et al, 1999, Biochem Pharmacol. 57, 1011 -101 9. 

On teste Tactivite AGO selon le protocole ddcrit par Asiedu et al, 1995, Eur. J. 
Biochem, 227, 715-722. 

On teste la p-oxydation mitochondriale et peroxysomale des acides gras selon le 
protocole decrit par Hovik et al, 1990, Biochem J. 270, 167-173. 

25 

EXEMPLE 12 : Evaluation des effets sur le transport inverse du cholesterol 

Les composes selon invention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

30 

La correlation negative entre le taux d'HDL-cholest6rol et les maladies 
cardiovasculaires est aujourd'hui bien connue. La capacity d'un compose a 
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augmenter le transport inverse du cholesterol (RCT) est consideree comme un 
mecanisme par lequel les HDL protegent de I'atherosclerose. 
Le RCT est un processus qui permet au cholesterol, en exces dans les tissus 
extra-hepatiques, d'etre recupere et exporte vers le foie ou il est convert! en 
5 acides biliaires avant d'etre excrete dans la bile. 

La presence de cellules spumeuses derivees de macrophages est une des 
caracteristiques des premieres etapes de la formation de la lesion 
d'atherosclerose. 

L'efflux du cholesterol des macrophages est done une phase critique pour la 
10 prevention de la formation des cellules spumeuses et, par consequent, presente 
un effet protecteur vis-a-vis de I'atherosclerose. L'etape cruciale du RCT est le 
transfert du cholesterol en exces et des phospholipides des membranes 
cellulaires aux HDL naissantes. A ce titre, le transporter ABCA1 (ATP binding 
cassette A1) joue un role clef dans ce processus et son expression est correlee 
15 avec la reduction du developpement de la plaque d'atherosclerose en stimulant 
l'efflux de cholesterol dans les macrophages. 

D'autre part, il a recemment ete demontre que ABCA1 est un gene cible du 
recepteur nucleaire LXRa, lui meme gene cible des recepteurs PPARa et de 
PPARy. 

20 

Les composes selon invention induisent I'expression de LXRa et d'ABCAl et 
stimulent l'efflux du cholesterol dans 2 modeles in vitro de macrophages THP1 et 
primaires. 

25 1/ mesure de Texpression d'ABCAl et de LXRa: 

a/ Differentiation et traitement des macrophages humains THP-1 et primaires 

Des monocytes THP-1 (ATCC, Rockville, Maryland) sont etales dans des boTtes 
30 de culture a 6 puits en presence de PMA (Phorbol myristate acetate) et de 
serum de veau foetal et incubees a 37°C pendant 48h, ce qui permet leur 
differenciation en macrophages. 
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En ce qui concerne les macrophages primaires, les cellules mononuclees sont 
isolees a partir de sang humain comme precedemment decrit (Chinetti et al. Nat 
Medecine 7(1), 53-58, 2001) et sont etalees sur des plaques 6 puits et cultivees 
pendant 10 jours en presence de serum humain pour permettre I'adherence et la 
5 differentiation des monocytes primaires en macrophages. 

Le traitement a I'aide des differents composes est realise pendant 48h dans un 
milieu sans serum humain ou de veau foetal mais supplements avec du serum 
Nutridoma HU (Boehringer) a 1%. 

10 b/ Mesures des ARNs messagers 

Les ARNs totaux ont ete extraits des macrophages traites a I 'aide du kit RNeasy 
mini (QIAGEN, Hilden, Germany) suivant les instructions du foumisseur, doses 
par spectrometrie et quantifies par RT-PCR quantitative a Taide du kit Light 
15 Cycler Fast DNA Master Green I (Hoffman-La Riche, Basel, Suisse) sur un 
appareil Light Cycler System (Hoffman-La Riche, Basel, Suisse). Des paires 
d'amorces sp§cifiques des genes ABCA1 & LXRa ont ete utilisees comme 
sondes. 

Les resultats obtenus sont presentes dans la figure 1 2. 

20 

21 mesure de I'efflux de cholesterol: 

a/ Differentiation et traitement des macrophages humains THP-1 et primaires 

25 Les macrophages sont differences a partir de monocytes THP-1 ou primaires 
comme dans Texperience precedente (1/ mesure de I'expression d'ABCAl et de 
LXRa) 

b/ Chargement des macrophages en cholesterol et mesure de Tefflux 

30 

Les macrophages sont pr6-traites pendant 24 h avec les composes, mais aussi 
chaque 24h pendant toute la duree de Texperience. lis sont charges en 
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t 

cholesterol lors d'une incubation de 48h en presence de LDL acetylees (50 jag/ml 
contenant du cholesterol marque au Tritium) dans un milieu RPMI 1640 
supplements avec 1% de Nutidoma HU (Boehringer). 

Apres cette etape, les cellules sont lavees 2 fois avec du PBS et incubees 
5 pendant 24h dans du milieu RPMI sans Nutridoma avec ou sans apolipoproteine 
A-l. A la fin de cette etape, le milieu est recupere et les lipides intracellulaires 
sont extraits dans un melange hexane / isopropanol, et seches sous azote. 
L'efflux est quantifie a I'aide d'un lecteur a scintillation Tri-Carb® 2100 TR 
(Packard, Meriden, CT, USA) en divisant le nombre de coups comptes dans le 
10 milieu par le nombre de coups total comptes dans le milieu et dans les cellules. 

EXEMPLE 13 : Evaluation des effets sur le syndrome metabolique 
(syndrome X) et le diabete 

15 Les composes selon invention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

La resistance a I'insuline est a la base du syndrome metabolique caracterise par 
une intolerance au glucose, une hyperinsulinemie, une dislipidemie et 
20 Thypertension. La combinaison de plusieurs facteurs de risque cardiovasculaire 
qui se traduit par un risque accru de maladies cardiovasculaires consecutives a 
I'atherosclerose est responsable de la majorite de la mortalite et de la morbidite 
liee au diabete de type II. Les traitements medicamenteux du syndrome 
metabolique ont done pour principale cible la resistance a Tinsuline, 

25 

Les composes selon Tinvention reduisent les manifestations du syndrome 
metabolique (Syndrome X) telles que Televation des acides gras libres, 
rhyperinsulinemie, Thyperglycemie et la reponse insulinemique au glucose (test 
de tolerance au glucose) et le diabete dans deux modeles animaux qui 
30 presentent une resistance a Tinsuline a Torigine du syndrome metabolique, les 
souris C57BL/6 maintenues sous regime riche en graisse et le rat Zucker obese 
(fa/fa). Ces proprietes sont mises en evidence de la maniere suivante : 
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1) Traitement des animaux 

Des souris C57BL/6 (Charles River, L'Arbresle, France) males agees de 6 
5 semaines au debut de Texperience ont ete aleatoirement rassemblees par 
groupes de 6 animaux selectionnes de telle sorte que la distribution de leur poids 
corporel soit uniforme. Les souris ont regu un regime pauvre en graisse (UAR 
A04), un regime enrichi en graisse (huile de coco 29% poids/poids) ou le meme 
regime enrichi complete avec les composes etudies. Des rats Zucker males 

10 obeses (fa/fa) ou non obeses (fa/+) ages de 5 semaines ou de 21 semaines 
(Charles River, L'Arbresle, France) rassembles par groupes de 8 animaux 
s6lectionnes de telle sorte que la distribution de taux plasmatiques de cholesterol 
et de triglycerides sojent uniformes sont maintenus sous regime standard. Les 
animaux sont maintenus sous un cycle lumiere/obscurite de 12 heures a une 

15 temperature constante de 20 ± 3°C. Les animaux ont un acces libre a Teau et a 
la nourriture. La prise de nourriture et la prise de poids sont enregistrees. Les 
composes testes sont suspendus dans la carboxymethylcellulose et administres 
par gavage intra-gastrique, a raison d'une fois par jour pendant 15 jours aux 
doses indiquees. A Tissue du traitement, certains animaux subissent un test de 

20 tolerance au glucose comme decrit cklessous. A Tissue de Texperience les 
autres animaux sont peses et sacrifies sous anesthesie apres un jeune de 5 
heures. Le sang est collecte sur EDTA. Le plasma est prepare par centrifugation 
a 3000 tours/minutes pendant 20 minutes. Des echantillons de foie sont preleves 
et conserves congeles dans Tazote liquide pour analyses ulterieures. 

25 

2) Dosage des acides gras libres et des lipides 

Les taux d'acides gras libres sont variables chez les rats diabetiques. La 
concentration en acides gras libres dans le sdrum ou le plasma, est mesur6e par 
30 reaction enzymatique colorimetrique « NEFA/FFA » WAKO (Labo immuno 
systems, Neuss, Allemagne) sur du serum ou du plasma. 
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Les concentrations plasmatiques des lipides (cholesterol total et triglycerides) 
sont mesurees par dosage colorim&rique (Bio-Merieux, Marcy I'Etoile, France) 
selon les indications du fournisseur. 
Les resultats obtenus sont presentes dans les figures 6 et 10. 

5 

3) Dosage de la glycemie 

La mesure de la glycemie s'effectue par une reaction enzymatique colorimetrique 
(Sigma Aldrich, St Louis, MO). 
10 Les resultats obtenus sont presentes dans la figure 7. 

4) Dosage de Tinsuline 

Afin de mettre en evidence une hyperinsulinemie caracteristique des maladies 
15 metaboliques, les taux d'insuline sont doses en utilisant le kit de dosage 
radioactif (Mercodia, Uppsala, Suede). L'insulinemie est d6terminee sur des 
serums ou des plasmas recoltes sur EDTA. 
Les resultats obtenus sont presentes dans la figure 7. 

20 5) Test de tolerance au glucose 

Les animaux ont ete anesthesies apres un jeune de 8 h par injection 
intraperitoneale de pentobarbital sodique (50 mg/kg). Pour initier le test de 
tolerance au glucose, une injection de glucose (1 g/kg) est realisee dans la cavite 
25 intraperitoneale avant de collecter des echantillons de sang au niveau de la 
veine caudale sur des tubes h6parines 0, 15, 30, 45, et 60 minutes apres la 
charge en glucose. Les 6chantillons sont conserves sur glace, le plasma isole et 
conserve a -20°C avant analyse. 
Les resultats obtenus sont presentes dans la figure 8. 
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EXEMPLE 14 : Evaluation des effete sur I'obesite 

Les composes selon I'invention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 & 5 ci-dessus. 

5 

L'ob6site est associee a une augmentation de la resistance a I'insuline, au 
diabete de type II et a une augmentation du risque cardiovasculaire et de cancer. 
Elle joue done un role central dans plusieurs pathologies typiques des soci6t6s 
occidentales et de ce fait represente un defi pharmacologique important. 

10 . 

Les composes selon I'invention reduisent la prise de poids dans deux modeles 
animaux qui presentent une obesite, les souris C57BL/6 maintenues sous regime 
riche en graisse et le rat Zucker obese (fa/fa). Ces proprietes sont mises en 
evidence de la maniere suivante : 

15 

1) Traitement des animaux 

Des souris C57BL/6 (Iffa Credo, L'Arbresle, France) males agees de 6 semaines 
au debut de I'experience oiit ete aleatoirement rassemblees par groupes de 6 

20 animaux selectionnes de telle sorte que la distribution de leur poids corporel soit 
uniforme. Les souris ont regu un regime pauvre en graisse (UAR A04), un 
regime enrichi en graisse (huile de coco 29% poids/poids) ou le meme regime 
enrichi complete avec les composes etudies. Des rats Zucker males obeses 
(fa/fa) ages de 5 semaines (Iffa Credo, L'Arbresle, France) rassembles par 

25 groupes de 8 animaux selectionnes de telle sorte que la distribution de taux 
plasmatiques de cholesterol et de triglycerides soit uniforme, sont maintenus 
sous regime standard complete avec les composes etudies pendant 15 jours. 
Les animaux sont maintenus sous un cycle lumiere/obscurite de 12 heures a une 
temperature constante de 20 ± 3°C. Les animaux ont un acces libre a I'eau et a 

30 la nourriture. La prise de nourriture et la prise de poids sont enregistrees. A 
Tissue de I'experience les animaux sont peses et sacrifies sous anesthesie. Le 
plasma est prepare par centrifugation a 3000 tours/minutes pendant 20 minutes. 
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Des 6chantillons de foie et de tissu adipeux sont preleves, peses et conserves 
congeles dans I'azote liquide pour analyses ulterieures. 

2) Dosage de la leptine 
5 La leptine, un marqueur de developpement de I'obesite, est mesur6e & I'aide 
du kit de dosage « Rat Leptin assay » de Linco Research (St Charles, Ml, 
USA). 

EXEMPLE 15 : Evaluation des effets sur la croissance cellulaire 

10 

Les composes selon invention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

Les composes selon I'invention diminuent la croissance des cellules tumorales. 

15 

Cette activite peut etre constatee en utilisant le protocole decrit par Hvattum et 
al, Biochem J. 294, 917-921, 1993. 

EXEMPLE 16 : Evaluation des effets des composes sur la restenose 

20 

Les composes selon Tinvention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

La proliferation des cellules musculaires lisses est une des principals 
25 composantes de Tatherogenese, de la restenose et de Thypertension associees 
aux maladies cardiovasculaire. L'identification d'inhibiteurs de cette proliferation 
represente done un defi pharmacologique interessant. 

Les composes selon Tinvention diminuent la croissance des cellules musculaires 
30 lisses vasculaires in vitro et reduisent la restenose in vivo dans le modele 
d'angioplastie coronarienne au ballonnet chez le rat. Ces proprietes sont mises 
en evidence de la maniere suivante : 
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1) Mesures de la proliferation des cellules musculaires lisses. 

Les cellules musculaires lisses d'artere coronaire ou d'aorte proviennent de 
5 Promocell (Heidelberg, Allemagne) et sont cultivees selon les indications du 
fournisseur dans un milieu de culture selectionne pour les cellules musculaires 
lisses en presence de 10% de serum de veau foetal. Les cellules cultivees a 50% 
de confluence sont rendues quiescentes par omission de serum pendant 24 
heures. Les cellules sont ensuite traitees pendant 3 a 6 jours en presence de 
10 mitogenes (10% serum, 20 ng/ml bFGF ou 2 U /ml a-thrombine) et des 
composes selon Pinvention. A Tissue de Pexperience, les cellules sont trypsinees 
et comptees a Phemocytometre. 

2) Mesures de la restenose dans le modele d'angioplastie coronarienne au 
15 ballonnet chez le rat. 

Des rats Sprague-Dawley adultes de 200 a 300 g (Iffa Credo, L'Arbresle, France) 
sont maintenus sous un cycle lumiere/obscurite de 12 heures a une temperature 
constante de 20 ± 3°C. Apres une acclimatation d'une semaine, les rats sont 

20 peses et rassembles par groupes de 6 animaux selectionnes de telle sorte que la 
distribution de leur poids corporel soit uniforme. L'artere coronaire interne 
gauche est bless6e a Paide d'un ballonnet comme decrit precedemment (Ruef et 
al., ArterioscL, Thromb. And Vase. Biol. 20, 1745-1758, 2000). Les composes 
selon Pinvention sont suspendus dans la carboxymethylcellulose et administres 

25 par gavage intra-gastrique, a raison d'une fois par jour pendant 4, 10 et 21 jours 
a differentes doses. Le traitement debute un jour avant intervention au 
ballonnet. Les animaux ont un acces libre a Peau et a la nourriture. Les animaux 
sont ensuite sacrifies et les arteres coronaires sont fixees et analysees comme 
d6crit pr6cedemment (Ruef et al., ArterioscL, Thromb. And Vase. Biol. 20, 1745- 

30 1758,2000). 
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EXEMPLE 17 : Evaluation des effets des composes sur rhypertension 

Les composes selon I'invention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

5 

L'hypertension arterielle est un facteur de risque important de maladies 
cardiovasculaires et represente un defi pharmacologique important. 

Les composes selon I'invention diminuent la pression sanguine in vivo quand ils 
10 sont administres a des rats spontanement hypertendus (rat SHR) utilises comme 
modele d'hypertension. Ces proprietes sont mises en evidence de la maniere 
suivante : 

1) Traitement des animaux. 

15 

Des rats SHR adultes de 200 a 300 g (Harlan France, Gannat, France) sont 
maintenus sous un cycle lumiere/obscurite de 12 heures a une temperature 
constante de 20 ± 3°C. Apres une acclimatation d'une semaine, les rats sont 
peses et rassembles par groupes de 6 animaux selectionnes de telle sorte que la 
20 distribution de leur poids corporel soit uniforme. Les composes selon Tinvention 
sont suspendus dans la carboxymethylcellulose et administres par gavage intra- 
gastrique, a raison d'une fois par jour pendant 7 jours a differentes doses. Les 
animaux ont un acces libre a Teau et a la nourriture. 

25 2) Mesure de la pression sanguine. 

La pression sanguine est mesuree selon le protocole d6crit precedemment 
(Siragy et Carey, J. Clin. Invest., 100, 264-269, 1997) 
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EXEMPLE 18 : Evaluation des proprietes antioxvdantes sur des cultures de 
cellules 

Les composes selon I'invention testes sont les composes dont la preparation est 
5 decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

a) Obtention et culture des keratinocvtes humains normaux 

Les cultures de keratinocytes humains normaux (KHN) sont realisees a partir de 
10 prelevements de peau. Le prelevement est dans un premier temps rince 4 fois 
dans du PBS (Phosphate Buffered Saline - Invitrogen, France). II est ensuite 
decontamine en le trempant dans deux bains successifs d'ethanol a 70% 
pendant 30 secondes. On decoupe alors des bandelettes de 3 mm de largeur en 
prenant soin d'eliminer un maximum de tissu adipeux et de derme. Les 
15 bandelettes sont alors placees pendant 4h a 37°C dans une solution de trypsine 
a 0,25% (Invitrogen, France). 

Apres separation de I'epiderme du derme, la preparation epidermique est filtree 
et centrifugee pendant 5 minutes a 1000 tours/min.. Le culot est repris avec du 
20 milieu KHN-D (DMEM + 10% serum de veau foetal (SVF) + hydrocortisone 0,4 
pg/ml + EGF 10 ng/ml + toxine cholerique 10~ 9 M, (Sigma, St Quentin, France)). 
Les cellules sont comptees puis ensemencees a 10x10 6 cellules/75 cm 2 . 

Apres 24h de culture, le milieu est change, les cellules sont rincees avec du PBS 
25 et on utilise pour la suite de la culture du milieu de proliferation K-SFM 
(Invitrogen, France). Les cellules sont ensuite ensemencees a la densite voulue. 
Le milieu des cellules est change toutes les 48h et elles sont cultivees a 37°C 
avec 5% CO2- Le traitement des cellules avec ou sans les composes selon 
Tinvention est effectue avant la confluence (70-80%), les composes sont ajoutes 
30 a des concentrations variant de 1 a 100pM directement dans le milieu de culture. 
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b) Obtention et culture des fibroblastes humains 

Les cultures de fibroblastes humains normaux sont realis6es a partir d'un 
prelevement de peau. Le prelevement est dans un premier temps rince 4 fois 
5 dans du PBS (Phosphate Buffered Saline - Invitrogen, France). II est ensuite 
decontamine en le trempant dans deux bains successifs d'6thanol a 70% 
pendant 30 secondes. Des morceaux de derme d'une surface d'environ 5mm 2 
sont deposes au fond d'une boite de Petri. Une fois que les morceaux ont 
adheres au support (environ 5min), ils sont recouverts de 4ml de DMEM 20 % de 

10 SVF. Le milieu est renouvele tous les deux jours. Les cellules sortent de I'explant 
au bout d'une semaine et colonisent alors la boite de Petri. Lorsque les cellules 
ont colonise le support, elles sont trypsinees, reensemenc6es et cultivees dans 
du milieu de culture DMEM 10% SVF a 37°C et 5% C0 2 (Invitrogen, France). Le 
traitement des cellules est effectue a la confluence de celles-ci, les composes 

15 selon I'invention sont ajoutes a des concentrations variant de 1 a 100 pM 
directement dans le milieu de culture. 

c) Mesure des ARN messagers 

20 Les ARNm ont ete extraits des keratinocytes et des fibroblastes humains 
normaux en culture traites ou non avec les composes selon I'invention. 
L'extraction est realis6e a I'aide des reactifs du kit Absolutely RNA RT-PCR 
miniprep Kit (Stratagene, France) selon les indications du fournisseur. Les 
ARNm sont ensuite doses par spectrometrie et quantifies par RT-PCR 

25 quantitative a I'aide du kit Light Cycler Fast start DNA Master Sybr Green I kit 
(Roche) sur un appareil Light Cycler System (Roche, France). Des paires 
d'amorces specifiques des genes de la Super Oxyde Dismutase (SOD) et de la 
Glutathion Peroxydase (GPx), enzymes anti-oxydantes, ont et§ utilisees comme 
sondes. Des paires d'amorces specifiques des genes 36B4, p-actine et GAPDH 

30 ont et6 utilisees comme sondes temoins (Cf. tableau I). 
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d) Mesure de I'activite de la glutathion peroxvdase (GPx) 

L'activite de la Glutathion peroxydase est determinee a partir d'extraits 
proteiques de cellules (keratinocytes, fibroblastes) traitees ou non avec les 
5 composes selon I'invention & des concentrations variant de 1 a 100pM. La 
mesure de l'activite de la GPx est egalement realisee dans des conditions 
stressantes pour les cellules, 0,5 mM paraquat ou 0,6 mM H2O2 (inducteurs des 
especes oxygenees reactives ). La mesure de I'activite des extraits proteiques se 
fait a I'aide du kit Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay Kit (Sigma) 
10 selon les indications du fournisseur. La mesure indirecte est basee sur 
Poxydation du glutathion en glutathion oxyde catalyst par la glutathion 
peroxydase. Le retour a la forme non oxydee est catalyse par la glutathion 

r 

reductase et le NADPH (p-nicotinamide Adenine Dinucleotide Phophate). La 
diminution de Tabsorbance du NADPH est mesuree a 340 nm a I'aide d'un 
15 spectrofluorimetre Shimazu 1501 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon) et 
reflete l'activite de la GPx, puisque la GPx est le facteur limitant de cette 
reaction. 

e) Mesure de la peroxvdation lipidique 

20 

Les reactifs proviennent de chez Sigma (St Quentin, France) sauf lorsque 
mentionne autrement. 

La peroxydation lipidique est mesuree par dosage du malondialdehyde (MDA) 
25 par I'acide thiobarbiturique (TBA). Apres les traitements, le surnageant des 
cellules est collecte (900 pi) et 90 m> d'hydroxytoluene butyle y sont ajoutes 
(Morliere P. et al. (1991). UVA-induced lipid peroxidation in cultured human 
fibroblasts. Biochim Biophys Acta 1084, 261-8.). Un ml d'une solution de TBA a 
0,375% dans 0,25M HCI contenant 15% d'acide trichloroacertique est egalement 
30 ajoute au surnageant. Le melange est chauffe a 80°C pendant 15 min, refroidi 
sur glace et la phase organique est extraite avec du butanol. L'analyse de la 
phase organique se fait par spectrofluorometrie {Xexc =515 nm et A,em=550 nm), 
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en utilisant un spectrofluorimetre Shimazu 1501 (Shimadzu Corporation, Kyoto, 
Japon). Les TBARS sont exprimes en equivalents MDA en utilisant comme 
standard le tetra-ethoxypropane. Les resultats sont normalises par rapport au 
contenu en proteines des cellules, [.'induction de la peroxydation lipidique est 
5 obtenue en traitant les cellules avec du paraquat 0,5 mM (inducteur des especes 
oxygenees reactives) ou avec du peroxyde d'hydrogene 0,6 mM pendant 4h. La 
protection anti-radicalaire des composes selon I'invention a des concentrations 
variant de 1 a 100 pM est evaluee par un pre-traitement de 24h, avant induction 
de la peroxydation lipidique. 

10 

EXEMPLE 19 : Evaluation des proprietes anti-inflammatoires sur des 
epidermes reconstruits 

Les epidermes reconstruits sont foumis par la societe SkinEthic (Nice, France). 

15 Les epidermes sont utilises a j 17 (0,63 cm 2 ) lorsque la couche cornee est 
presente et que I'ultra structure de Tepithelium se rapproche de cede de 
Tepiderme humain in vivo. Les epidermes reconstruits sont maintenus en culture 
selon les indications du fournisseur. Les doses de composes selon ^invention 
employees pour le traitement des epidermes reconstruits varient entre 2 et 10 

20 mg/cm 2 pendant 24 et 72h. 

Les composes selon I'invention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

25 a) Mesure des proprietes anti-inflammatoires 

Les epidermes reconstruits sont preincubes avec les composes selon I'invention 
a des concentrations variant de 2 a 10 mg/cm 2 pendant 24h, puis traites pendant 
6h avec du SDS 0,4% ou 1pg de TPA (12>0-tetradecanoylphorbol-13-acetate). 
30 Le potentiel antMnflammatoire des composes est evalue a Taide de la technique 
ELISA. Les milieux de culture (sous-jacents) des epidermes controles ou traites 
sont collectes et congeles a -20°C. La quantification de I'interleukine 1-a (IL1-a) 
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est realisee a I'aide du kit de detection ELISA IL1-a Kit (R&D system, UK) selon 
les indications du fournisseur. 

b) Mesure des ARN messaqers 

5 

Les ARNm ont §te extraits des epidermes reconstruits traites avec ou sans les 
composes selon ('invention dans les memes conditions que prec6demment. 
L'extraction est realisee a Paide des reactifs du kit Absolutely RNA RT-PCR 
miniprep Kit (Stratagene) selon les indications du fournisseur, les ARNm sont 

10 ensuite doses par spectrometrie et quantifies par RT-PCR quantitative a Paide du 
kit Light Cycler Fast start DNA Master Sybr Green I kit (Roche) sur un appareil 
Light Cycler System (Roche). Des paires d'amorces specifiques des genes IL1 
(interleukine 1) et IL6, ont ete utilisees comme sondes. Des paires d'amorces 
specifiques des genes 36B4, p-actine et GAPDH ont ete utilisees comme sondes 

15 temoins (Cf. tableau I). 

EXEMPLE 20 : Evaluation des proprietes antioxvdantes sur des epidermes 
reconstruits 

20 Les epidermes reconstruits sont foumis par la societe SkinEthic (Nice, France). 
Les epidermes sont utilises a j 17 (0,63 cm 2 ) lorsque la couche cornee est 
presente et que I'ultra structure de Tepithelium se rapproche de celle de 
Tepiderme humain in vivo. Les epidermes reconstruits sont maintenus en culture 
selon les indications du fournisseur. Les doses de composes selon I'invention 

25 employees pour le traitement des epidermes reconstruits varient entre 2 et 10 
mg/cm 2 pendant 24 et 72h. 

Les composes selon Pinvention testes sont les composes dont la preparation est 
decrite dans les exemples 2 a 5 ci-dessus. 

30 

a) Mesure des ARN messaoers 
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Les ARNm ont ete extraits des keratinocytes (provenant des epidermes 
reconstruits traites avec ou sans les composes selon Nnvention). L'extraction est 
realisee a I'aide des reactifs du kit Absolutely RNA RT-PCR miniprep Kit 
(Stratagene) selon les indications du fournisseur, les ARNm sont ensuite doses 

5 par spectrometrie et quantifies par RT-PCR quantitative a I'aide du kit Light 
Cycler Fast start DNA Master Sybr Green I kit (Roche) sur un appareil Light 
Cycler System (Roche). Des paires d'amorces specifiques des genes de la 
Super Oxyde Dismutase (SOD) et de la Glutathion Peroxydase (GPx), enzymes 
anti-oxydantes, ont ete utilisees comme sondes. Des paires d'amorces 

10 specifiques des genes 36B4, p-actine et GAPDH ont ete utilisees comme sondes 
temoins (Cf. tableau I). 

b) Mesure de 1'activite de la glutathion peroxydase (GPx) 

15 L'activite de la Glutathion peroxydase est determinee a partir d'extraits 
proteiques d'epidermes reconstruits traites ou non avec les composes selon 
Tinvention (2 a 10 mg/cm 2 ). La mesure de l'activite de la GPx est egalement 
realisee dans des conditions stressantes pour les cellules, 0,5 mM paraquat 
(inducteur des especes oxygenees reactives). La mesure de Tactivite des extraits 

20 proteiques se fait a I'aide du kit Glutathione Peroxidase Cellular Activity Assay Kit 
(Sigma) selon les indications du fournisseur. La mesure indirecte est basee sur 
Toxydation du glutathion en glutathion oxyde catalysee par la glutathion 
peroxydase. Le retour a la forme non oxydee est catalyse par la glutathion 
reductase et le NADPH (p-nicotinamide Adenine Dinucleotide Phophate). La 

25 diminution de Tabsorbance du NADPH est mesuree a 340 nm a Taide d'un 
spectrofluorimetre Shimazu 1501 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon) et 
reflete Tactivite de la GPx, puisque la GPx est le facteur limitant de cette 
reaction. 
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EXEMPLE 21 : Composition cosmetique : creme de jour pour le visage, 
anti-age 



Glyceryl stearate + PEG-100 stearate 


6,00 % 


Squalane 


3,00 % 


Polyisobutene hydrogene 


3,00 % 


Tricaprylate/caprate de glycerol 


3,00 % 


Glycerine 


2,00 % 


Methoxycinnamate d'octyl 


2,00 % 


Cire d'abeille 


1,50% 


Octanoate de cetostearyl 


1,50% 


Alcool cetylique 


1,00% 


Alcool stearylique 


1,00% 


Dimethicone 


1,00% 


Gomme Xanthane 


0,20 % 


Carbomer 


0,15 % 


1 ,2,3-tritetradecylthioacetylglycerol 


0,10% 


Neutralisant 


qs. 


Conservateurs 


qs. 


Parfum, Colorants 


qs. 


Eau 


qsp 100,00% 



EXEMPLE 22 : Composition cosmetique : emulsion-gel pour le visage, anti- 
rides 



Glycerine 


5,00% 


Caprylic/capric/Succinic triglycerides 


3,00 % 


Methoxycinnamate d'octyl 


1,00% 


1,3-dipalmitoyl-2-tetradecylthioacetylglycerol 


0,50 % 


Aery lates/C 10-30 alkyl acrylate crosspolymer 


0,50 % 


Hydrolysat de proteine de ble 


0,50 % 


Dimethicone copolyol 


0,50 % 


Neutralisant 


qs. 


Conservateurs 


qs. 


Parfum, Colorants 


qs. 


Eau 


qsp 100,00 % 
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REVENDICATIONS 



1 



Compose de formule generate (I) : 



R2 




0 
I 

R3 



Rl 



(I) 



10 



15 



20 



25 



dans laquelle 

- G represente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe N- 
R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle lineaire 
pu ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, comporlant de 1 a 5 
atomes de carbone, 

- R1, R2 et R3, identiques ou differents, represented (i) un atome 
d'hydrogene, (ii) un groupe CO-R dans lequel R est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la chaine 
principale comporte de 1 a 25 atomes de carbone, ou (iii) un groupe de 
formule CO-(CH 2 )2n+i-X-R' dans lequel X est un atome de soufre, un 
atome de selenium, un groupe SO ou un groupe S0 2l n est un nombre 
entier compris entre 0 et 1 1 , preferentiellement 6gal a 0 ou 1 , et R' est un 
groupe alkyle lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitu6, 
dont la chaine principale comporte de 13 a 23 atomes de carbone et 
eventuellement un ou plusieurs heterogroupes choisis parmi un atome 
d'oxygene, un atome de soufre, un atome de selenium, un groupe SO et 
un groupe S0 2 , Tun au moins des groupes R1, R2 et R3 etant un groupe 
de formule CO^CHaten+rX-R' tel que defini ci-dessus. 



Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que le ou les 
groupes R, identiques ou differents, represented un groupe alkyle lineaire 
ou ramifie, sature ou insature, substitu§ ou non, dont la chaine principale 
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comporte de 1 a 20 atomes de carbone, de preference de 7 a 17 atomes 
de carbone. 

3. Compose selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le ou les 
5 groupes R\ identiques ou differents, represented un groupe alkyle 

lineaire ou ramifie, sature ou insature, substitue ou non, dont la chalne 
principale comporte de 13 a 20 atomes de carbone, plus 
preferentiellement de 14 a 1 7 atomes de carbone. 

10 4. Compost selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le ou les 
groupes R , identiques ou differents, sont choisis parmi C7H15, CioH 2 i, 

C11H23, C13H27, C14H29, Ci6H33, C17H35, CisH3i t C 2 0:5(5, 8, 11, 14, 17), 
C22:6(4, 7, 10, 13, 16, 19), C14H27, C14H25, CisH29, C17H29, C17H31, C17H33, 
Ci9H29, C19H31, C21H31, C21H35, C21H37, C21H39, C23H45, (CH2)n'- 

15 CH(CH3)C 2 H 5l (CH=C(CH 3 )(CH 2 )2)n-CH=C(CH3)2 et (CHzWCfChbk- 

(CH2)n"-CH 3 , x etant un nombre entier egal a ou compris entre 1 et 1 1 , n' 
etant un nombre entier egal a ou compris entre 1 et 22, n" etant un 
nombre entier egal a ou compris entre 1 et 5, n'" etant un nombre entier 
egal a ou compris entre 0 et 22, et (2x+n'") etant inferieur ou egal a 22. 

20 

5. Compose selon la revendication 1 ou 3, caracterise en ce que le ou les 
groupes R\ identiques ou differents, sont choisis parmi C13H27, C14H29, 
Ci 6 H 33 , C17H35, C 15 H 3 i, C 2 o:5(5, 8, 11, 14, 17), C 2 2:6(4, 7, 10, 13, 16, 19), 

C14H27, C14H25, C15H29, C17H29, C17H31, C17H33, C19H29, C19H31, C21H31, 
25 C21H351 C21H37, C2lH39, C23H45, (CH 2 ) n -CH(CH3)C2H5 i 

(CH=C(CH3)(CH2)2)n-CH=C(CH 3 )2 et (CH2) 2 x + i-C(CH3)2-(CH 2 )n-CH3, x 
etant un nombre entier egal a ou compris entre 1 et 11, n' etant un 
nombre entier egal a ou compris entre 1 et 22, n" etant un nombre entier 
egal a ou compris entre 1 et 5, n ,M etant un nombre entier egal a ou 
30 compris entre 0 et 22, et (2x+n"') etant inferieur ou egal a 20. 
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6. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que le ou les 
groupes R, identiques ou differents, represented un groupe alkyle 
inferieur comportant de 1 a 6 atomes de carbone. 

5 7. Compose selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le ou les groupes R\ identiques ou differents, sont 
des groupes alkyle satures et lineaires comportant de 13 a 17 atomes de 
carbone, de preference de 14 a 16, plus preferentiellement 14. 

10 8. . Compose selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que les groupes alkyle sont substitues par un ou 
plusieurs substituants, identiques ou differents choisis parmi un atome 
d'halogene (iode, chlore, fluor, brome) et un groupe OH, =0, NO2, NH 2t 
CN, CH2-O, CH2OCH3, CF 3 et COOZ dans lequel Z est un atome 

15 d'hydrogene ou un groupe alkyle comportant de 1 a 6 atomes de carbone. 

9. Compose selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que X est un atome de soufre ou de selenium, de 
preference un atome de soufre. 



20 



25 



10. Compose selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le groupe G represente un atome d'oxygene ou un 
groupe N-R4 et, lorsque G est N-R4, R4 represente preferentiellement un 
atome d'hydrogene ou un groupe methyle. 

11. Compose selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que dans le groupe CO-(CH 2 )2n+rX-R , J n est different de 1 et est en 
particulier egal a 0. 



30 12. Compose de formule (I) selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, dans laquelle au moins un des groupes R1, R2 et R3 
represente un groupe CO^ChbWrX-R' dans lequel X represente un 
atome de selenium ou de preference de soufre et/ou R' est un groupe alkyle 



/ 
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sature et lineaire comprenant de 13 a 17 atomes de carbone, de preference 
de 14 a 16, encore plus preferentiellement 14 atomes de carbone. 

13. Compose selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
5 caracterise en ce que R2 est un groupe de formule CO-(CH 2 )2rvM-X-R', de 

preference dans laquelle X represente un atome de selenium ou de 
preference de soufre et/ou R' est un groupe alkyle sature et lineaire 
comprenant de 13 a 17 atomes de carbone, plus preferentiellement dans 
lesquels n est egal £ 0, en particulier un groupe de formule CO-CH 2 -S- 
10 C14H29. 

14. Compose selon la revendication 13, caracterise en ce que R1 et R3, 
identiques ou differents, represented un atome d'hydrogene ou un groupe 
CO-R. 

15 

15. Compose selon la revendication 14, caracterise en ce que R1 et R3, 
identiques ou differents, represented un groupe CO-R. 

16. Compose selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que 
20 deux des groupes R1, R2 et R3 sont des groupes CO-(CH 2 ) 2 n + i-X-R\ 

identiques ou differents, de preference dans lesquels X represente un 
atome de selenium ou de preference de soufre et/ou R' est un groupe 
alkyle sature et lineaire comprenant de 13 a 17 atomes de carbone, plus 
preferentiellement dans lesquels n est egal a 0, en particulier des groupes 
25 CO-CH2-S-C14H29 - 

17. Compose selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que R1 , 
R2 et R3, identiques ou differents, de preference identiques, sont des 
groupes CO-(CH 2 )2n+i-X-R\ de preference dans lesquels X represente un 

30 atome de selenium ou de preference de soufre et/ou R' est un groupe 

alkyle sature et lineaire comprenant de 13 a 17 atomes de carbone, plus 
preferentiellement dans lesquels n est egal a 0, et en particulier des 
groupes CO-CH 2 -S-C 14 H 2 9. 
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18. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise 
en ce que R1 est un groupe de formule CO-(CH 2 )2n+rX-R\ de preference 
dans laquelle X represente un atome de selenium ou de preference de 

5 soufre et/ou R' est un groupe alkyle sature et lineaire comprenant de 13 a 

17 atomes de carbone, plus preferentiellement dans laquelle n est egal a 
0 et en particulier un groupe CO-CH2-S-C14H29. 

19. Compose selon la revendication 18, caracterise en ce que Tun et/ou les 
10 deux groupes R2 et R3 represented un atome d'hydrogene. 

20. Compose selon la revendication 18, caracterise en ce que Tun et/ou les 
deux groupes R2 et R3 represented un groupe CO-R, identique ou non. 

15 21. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 16 et 18 a 20, 
caracterise en ce que Tun des substituants R1, R2 ou R3 est un groupe 
COCH3. 



22. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend, dans 
20 un vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique, au moins un compose 

de formule generate (I) telle que decrite dans la revendication 1, dans 
laquelle 

- G represente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe 
N-R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle 

25 lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, 

comportant de 1 a 5 atomes de carbone, 

- R1, R2 et R3, identiques ou differents, represented (i) un atome 
d'hydrogene, (ii) un groupe CO-R dans lequel R est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 

30 chaine principale comporte de 1 a 25 atomes de carbone, ou (iii) un 

groupe de formule CO-(CH 2 )2n+i-X-R' dans lequel X est un atome de 
soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un groupe S0 2 , n est 
un nombre entier compris entre 0 et 1 1, preferentiellement egal a 0 ou 
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1 et encore plus preferentiellement a 0, et R' est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chame principale comporte de 2 a 23 atomes de carbone et 
eventuellement un ou plusieurs heterogroupes, de preference 0, 1 ou 
5 2, plus preferentiellement 0 ou 1 , choisis parmi un atome d'oxygene, 

un atome de soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un 
groupe S0 2 , Tun au moins des groupes R1 , R2 et R3 etant un groupe 
de formule CO-(CH2)2n+rX-R , tel que defini ci-dessus. 

10 23. Composition cosmetique caracterisee en ce qu'elle comprend, dans un 
vehicule acceptable sur le plan cosmetique au moins un compose de 
formule generate (I) telle que decrite dans la revendication 1, dans 
laquelle 

- G represente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe 
15 N-R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle 

lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, 
comportant de 1 a 5 atomes de carbone, 

- R1, R2 et R3, identiques ou differents, represented (i) un atome 
d'hydrogene, (ii) un groupe CO-R dans lequel R est un groupe alkyle 

20 lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 

chame principale comporte de 1 a 25 atomes de carbone, ou (iii) un 
groupe de formule CO-(CH2)2n+rX-R' dans lequel X est un atome de 
soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un groupe SO2, n est 
un nombre entier compris entre 0 et 11, preferentiellement egal a 0 ou 

25 1 et encore plus preferentiellement a 0, et R est un groupe alkyle 

lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chaine principale comporte de 2 a 23 atomes de carbone et 
eventuellement un ou plusieurs heterogroupes, de preference 0, 1 ou 
2, plus preferentiellement 0 ou 1 , choisis parmi un atome d'oxygene, 

30 un atome de soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un 

groupe S0 2 , Tun au moins des groupes R1 , R2 et R3 etant un groupe 
de formule CO-(CH 2 ) 2 n+rX-R' tel que defini ci-dessus. 
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24. Composition selon la revendication 22 ou 23, caracterisee en ce que le 
compose est de formule (I) dans laquelle R' est un groupe alkyle lineaire 
ou ramifie, sature ou non, Eventuellement substitue, dont la chaine 
principale comporte de 9 a 23 atomes de carbone et eventuellement un ou 

5 plusieurs heterogroupes. 

25. Composition selon Tune des revendications 22 a 24, caracterisee en ce 
que le compose de formule (I) est tel que defini a Tune des revendications 
1a 21. 

10 

26. Utilisation d'un compose de formule generale (I) telle que definie a la 
revendication 1 pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
pour la prevention et/ou le traitement de dislipidemies, de maladies 
cardiovasculaires, du syndrome X, de la restenose, du diabete, de 

15 l'ob6site, de Phypertension, de cancers ou de maladies dermatologiques, 

le compose etant de formule (I) dans laquelle : 

- G represente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe 
N-R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, 

20 comportant de 1 a 5 atomes de carbone, 

- R1, R2 et R3, identiques ou differents, represented (i) un atome 
d'hydrogene, (ii) un groupe GO-R dans lequel R est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitu6, dont la 
chaine principale comporte de 1 a 25 atomes de carbone, ou (iii) un 

25 groupe de formule CO-(CH 2 )2n+i-X-R' dans lequel X est un atome de 

soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un groupe S0 2 , n est 
un nombre entier compris entre 0 et 1 1 , preferentiellement egal a 0 ou 
1 et encore plus preferentiellement a 0, et R' est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature bu non, eventuellement substitue, dont la 

30 chaine principale comporte de 2 a 23 atomes de carbone et 

eventuellement un ou plusieurs heterogroupes, de preference 0, 1 ou 
2, plus preferentiellement 0 ou 1 , choisis parmi un atome d'oxygene, 
un atome de soufre, un atome de s6l6nium, un groupe SO ou un 
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groupe S0 2 , Tun au moins des groupes R1, R2 et R3 etant un groupe 
de formule CO-(CH 2 ) 2n +rX-R' tel que defini ci-dessus. 

27. Utilisation d'un compose de formule generate (I) telle que d^finie & la 
5 revendication 1 pour la preparation d'une composition cosmetique pour la 

prevention et/ou le traitement du vieillissement cutane et de ses effets, de 
la protection de la peau, de I'apparition ou du developpement des rides, le 
compose etant de formule generale (I) dans laquelle : 

- G represente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe 
10 N-R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle 

lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, 
comportant de 1 a 5 atomes de carbone, 

- R1 t R2 et R3, identiques ou differents, represented (i) un atome 
d'hydrogene, (ii) un groupe CO-R dans lequel R est un groupe alkyle 

15 lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 

chame principale comporte de 1 a 25 atomes de carbone, ou (iii) un 
groupe de formule CO-(CH 2 ) 2n +i-X-R' dans lequel X est un atome de 
soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un groupe S0 2 , n est 
un nombre entier compris entre 0 et 1 1 , preferentiellement §gal a 0 ou 

20 1 et encore plus preferentiellement a 0, et R' est un groupe alkyle 

lin§aire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chame principale comporte de 2 a 23 atomes de carbone et 
eventuellement un ou plusieurs heterogroupes, de preference 0, 1 ou 
2, plus preferentiellement 0 ou 1 , choisis parmi un atome d'oxygene, 

25 un atome de soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un 

groupe S0 2 , Tun au moins des groupes R1, R2 et R3 etant un groupe 
de formule CO-(CH 2 )2n+i-X-R' tel que defini ci-dessus. 

28. Utilisation d'un compos6 de formule generale (I) telle que definie dans la 
30 revendication 1, pour la preparation d'une composition pharmaceutique 

destinee a diminuer les taux de triglycerides et/ou de cholesterol circulants 
ou a inhiber la modification oxydative des LDL, le compose etant de 
formule (I) dans laquelle : 
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- G repr6sente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe 
N-R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, 
comportant de 1 a 5 atomes de carbone, 

5 - R1, R2 et R3, identiques ou differents, represented (i) un atome 

d'hydrogene, (ii) un groupe CO-R dans lequel R est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chaTne principale comporte de 1 a 25 atomes de carbone, ou (iii) un 
groupe de formule CO-(CH 2 )2n+rX-R' dans lequel X est un atome de 

10 soufre, un atome de s6l6nium, un groupe SO ou un groupe SO2, n est 

un nombre entier compris entre 0 et 1 1 , preferentiellement egal a 0 ou 
1 et encore plus preferentiellement a 0, et R' est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chaTne principale comporte de 2 a 23 atomes de carbone et 

15 eventuellement un ou plusieurs heterogroupes, de preference 0, 1 ou 

2, plus preferentiellement 0 ou 1, choisis parmi un atome d'oxygene, 
un atome de soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un 
groupe S0 2 , Tun au moins des groupes R1 , R2 et R3 etant un groupe 
de formule CO-(CH 2 )2n+i-X-R' tel que defini ci-dessus. 

20 

29. Utilisation d'un compose de formule generale (I) telle que definie a la 
revendication 1, pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee a induire I'expression d'enzymes impliquees dans la p-oxydation 
mitochondriale et peroxysomale et/ou a augmenter les capacites 
25 d'oxydation des acides gras hepatiques et/ou a induire la croissance des 

mitochondries dans les fibres musculaires de type I et II et/ou a activer 
PPARct et PPARy, le compose etant de formule generale (I) dans 
laquelle : 

- G represente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe 
30 N-R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle 

lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, 
comportant de 1 a 5 atomes de carbone, 
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- R1, R2 et R3, identiques ou differents, representent (i) un atome 
d'hydrogene, (ii) un groupe CO-R dans lequel R est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chaine principale comporte de 1 a 25 atomes de carbone, ou (iii) un 
groupe de formule CO-(CH2)2n+1-X-R , dans lequel X est un atome de 
soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un groupe SO2, n est 
un nombre entier compris entre 0 et 11, preferentiellement egal a 0 ou 
1 et encore plus preferentiellement a 0, et R' est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chaine principale comporte de 2 a 23 atomes de carbone et 
eventuellement un ou plusieurs heterogroupes, de preference 0, 1 ou 
2, plus pr6ferentiellement 0 ou 1, choisis parmi un atome d'oxygene, 
un atome de soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un 
groupe SO2, Tun au moins des groupes R1, R2 et R3 etant un groupe 
de formule CO-(CH 2 )2n+i-X-R' tel que defini ci-dessus. 

30. Utilisation d'un compose de formule generate (I) telle que d6finie dans la 
revendicationl, pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee a diminuer la croissance des cellules tumorales, le compose 
etant de formule generale (I) dans laquelle : 

- G represente un atome d'oxygene, un atome de soufre ou un groupe 
N-R4 dans lequel R4 est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, 
comportant de 1 a 5 atomes de carbone, 

- R1, R2 et R3, identiques ou differents, representent (i) un atome 
d'hydrogene, (ii) un groupe CO-R dans lequel R est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chaine principale comporte de 1 6 25 atomes de carbone, ou (iii) un 
groupe de formule CO-fChbWrX-R' dans lequel X est un atome de 
soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un groupe S0 2 , n est 
un nombre entier compris entre 0 et 1 1, preferentiellement egal a 0 ou 
1 et encore plus preferentiellement a 0, et R' est un groupe alkyle 
lineaire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
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chalne principale comporte de 2 a 23 atomes de carbone et 
eventuellement un ou plusieurs heterogroupes, de preference 0, 1 ou 
2, plus preferentiellement 0 ou 1 , choisis parmi un atome d'oxygene, 
un atome de soufre, un atome de selenium, un groupe SO ou un 
groupe S0 2l Tun au moins des groupes R1, R2 et R3 etant un groupe 
de formule CO-(CH 2 )2n+i-X-R' tel que defini ci-dessus. 

31 . Utilisation selon Tune des revendications 26 a 30, caracterisee en ce que 
le compose est de formule (I) dans laquelle R' est un groupe alkyle 
Iin6aire ou ramifie, sature ou non, eventuellement substitue, dont la 
chame principale comporte de 9 a 23 atomes de carbone et 
eventuellement un ou plusieurs heterogroupes. 



32 



Utilisation selon Tune des revendications 26 a 31, caracterisee en ce que 
le compose de formule (I) est tel que defini a Tune des revendications 1 a 
21. 
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Distribution du cholesterol total 
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Distribution des phospholipides totaux 
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Figure 5 
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Figure 6 



WO 03/014073 



PCT/FR02/02831 




Figure 7 
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